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Les histones désacétylases HDAC1 et HDAC2 catalysent le retrait d’un groupement acétyle de 
résidus lysine, dans des protéines histones et non-histones. Les HDAC contrôlent la prolifération, la 
mort et la différenciation cellulaire. Des propriétés anti-inflammatoires et anti-tumorales ont été 
attribuées à des inhibiteurs contre les HDAC (HDACi), notamment dans les cellules épithéliales 
intestinales (CEI). Nous supposons que différents niveaux de HDAC1 ou HDAC2 dans les CEI 
induisent différentes réponses dans le maintien de l’homéostasie intestinale. Nous avons donc 
généré des souris hétérozygotes avec un seul allèle de Hdac1 ou Hdac2 dans le contexte de la 
délétion de l’autre. Les résultats indiquent que les souris Hdac1-/-;Hdac2+/- Villine-Cre présentent 
un phénotype similaire à celui d’un double mutant, à savoir des défauts d'architecture dans le 
jéjunum et le côlon, de la dysplasie et hyperplasie, une réduction du nombre de cellules à mucus, 
mais sans modification du nombre de cellules de Paneth et de la perméabilité épithéliale. Un allèle 
de Hdac2 n'est donc pas suffisant pour maintenir une homéostasie normale en l'absence de Hdac1. 
Nous avons aussi vérifié l’effet de la délétion de Hdac1 et Hdac2 à l’âge adulte dans le modèle 
inductible AhCre. Dans ce contexte, la perte de Hdac1 et Hdac2 entraîne une mortalité accrue après 
8 jours, avec un arrêt de prolifération et l’induction de dommages à l’ADN. Nous avons alors 
exploré l’impact moléculaire de la perte des deux Hdac dans les CEI par une approche protéomique 
et transcriptomique. Nous avons observé des changements notables dans plusieurs voies de 
signalisation, associées à la prolifération, à des mécanismes de stress, au métabolisme, surtout 
lipidique. Ces changements sont en partie régulés post-traductionnellement. Bien que très 
instructifs, les modèles in vivo ne permettent pas de déterminer si les modifications de l’expression 
des gènes observées sans Hdac1 et/ou Hdac2 sont intrinsèques aux CEI ou si ces changements 
dépendent de signaux extrinsèques de la muqueuse ou de la lumière intestinale. Nous avons donc 
établi des cultures d’entéroïdes à partir de la crypte intestinale, ce qui permet la croissance, 
l'expansion et la différenciation des CEI progénitrices, sans l’influence de l’environnement. Nous 
avons entrepris des analyses protéomiques de type SILAC, suite à une inhibition pharmacologique 
des HDAC de type I, le CI994, ou suite à une délétion génétique de Hdac1 ou Hdac2. L’inhibition 
pharmacologique entraine un arrêt de prolifération associé à une différenciation altérée en faveur 
des cellules absorbantes, rappelant le modèle murin sans Hdac1 et Hdac2. Les voies liées à la 
réplication de l’ADN et au cycle cellulaire sont diminuées. Même si la perte de Hdac1 ou Hdac2 
n’affecte pas notablement la croissance et la différenciation des entéroïdes, des voies associées au 
métabolisme et aux réponses à l’environnement sont augmentées. Au contraire, des entéroïdes sans 
Hdac1 et Hdac2 ne croissent pas en culture et dégénèrent en moins de 3 jours. Ceci suggère que 
l’environnement mucosal pourrait soutenir les CEI Hdac1-/-;Hdac2-/- de la niche épithéliale in vivo. 
Nos données suggèrent que des variations intrinsèques ou extrinsèques de l'activité de HDAC1 et 
HDAC2 modifient la réponse des CEI à l’environnement et entraînent des perturbations de 
l'homéostasie intestinale. 
Mots clé : HDAC1, HDAC2, épithélium intestinal, entéroïde, protéomique, transcriptomique. 
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1. Introduction  
 
1.1. L’intestin: une relation étroite entre l’épithélium et l’environnement  
L’appareil digestif comprend l’estomac, le duodénum, le jéjunum, l'iléon et le 
côlon. Cet ensemble d’organes assure la propagation, la mixtion, la digestion et 
l’absorption du bol alimentaire. Le tractus intestinal, issu de l’endoderme, est le plus 
grand organe immunitaire et endocrinien du corps et le deuxième organe sensoriel, en 
plus d’être essentiel dans tous les processus d’échange avec le milieu. Il présente, chez 
l’homme, une surface d’échange d’environ 300 m2. L’intestin est formé par un 
ensemble de structures dont la lamina propria qui supporte l’épithélium intestinal, qui 
lui-même englobe la lumière intestinale contenant le bol alimentaire et le microbiote. 
Le tout est entouré par une couche musculaire assurant la propagation du bol 
alimentaire et la mixtion. 
 
1.1.1. La lamina propria 
La lamina propria contient différents types cellulaires ainsi que les réseaux 
sanguins, nerveux et lymphatique. Par exemple, les cellules stromales (myofibroblastes) 
sont généralement réparties autour des cryptes épithéliales, et sécrètent des éléments 
essentiels au maintien de la niche épithéliale, tels que des facteurs WNT ou des 
inhibiteurs des protéines morphogénétiques osseuses (BMP) (Noggin) (Sailaja et al., 
2016). Le système immunitaire comprend des lymphocytes B produisant des 
immunoglobulines, des lymphocytes T à activité pro- (Th17) ou anti-inflammatoire 
(Treg), des neutrophiles, des macrophages (M1 ou M2) ou encore des cellules 
dendritiques (Asselin et Gendron, 2014). Certaines de ces cellules sont localisées entre 
les cellules épithéliales intestinales, notamment les lymphocytes intraépithéliaux. 
Associées aux follicules lymphoïdes isolés, les plaques de Peyer, qui forment le tissu 
lymphoïde, testent la microflore intestinale (Renz et al., 2011). 
 
1.1.2. L’épithélium intestinal  
L’épithélium intestinal est formé par une monocouche de cellules épithéliales 
qui assure des fonctions diverses, notamment en formant une barrière entre le bol 
alimentaire et le microbiote contenu dans la lumière intestinale, et la muqueuse sous-
jacente (Turner, 2009). L’architecture de l’épithélium varie entre le duodénum et le 
côlon. Au niveau du duodénum, l’épithélium est orienté selon un axe crypte-villosité, 
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structure conservée jusqu’à l’iléon avec un raccourcissement progressif de la longueur 
des villosités. Dans le côlon, il y a un changement de morphologie avec l’adoption d’un 
axe crypte-épithélium de surface. Ces changements structurels accompagnent les 
différentes fonctions de chacun des segments de l’intestin (Abreu, 2010).  
 
Dans l’intestin proximal, le duodénum est rempli d’enzymes digestives qui 
décomposent les aliments provenant de l’estomac. Les nombreuses villosités dans ce 
segment jusqu'à l’iléon favorisent l’absorption des nutriments. L’iléon présente aussi 
des fonctions d’absorption des sels biliaires, importants dans le métabolisme lipidique, 
et de certaines vitamines. Le côlon absorbe principalement de l’eau, et c’est à cet 
endroit que l’on retrouve la plus grande concentration de microbes.  
 
D’un point de vue cellulaire, les cryptes contiennent les cellules souches 
pluripotentes prolifératives qui maintiennent le renouvellement des cellules épithéliales. 
Plusieurs types de cellules souches caractérisées par des marqueurs et des rôles 
spécifiques ont été identifiées (Munoz et al., 2012). Les cellules souches produisent des 
cellules filles ou progénitrices qui vont se déterminer dans la zone d’amplification 
transitoire tout en remontant le long de la crypte. Ces cellules progénitrices se divisent 
encore plusieurs fois, tout en se différenciant. Plusieurs voies de signalisation sont 
impliquées dans le développement de l’épithélium intestinal. La voie de Notch affecte 
l'homéostasie intestinale en régulant les cellules souches de la colonne de base de 
cryptes et en favorisant le devenir des cellules absorbantes. La signalisation de Notch 
contrôle le destin des cellules souches intestinales en régularisant l'expression de gènes 
Hes et en réprimant ATOH1, ce qui favorise la différenciation en cellules absorbantes 
par rapport aux lignées sécrétoires (Zheng et al., 2011). La niche intestinale se compose 
également de gradients spatiaux de facteur de croissance WNT et épithélial (EGF), 
tandis que les signaux de protéine morphogénétique osseuse (BMP/TGF-β) sont 
inhibés, comme nous le verrons plus bas (Sato et al., 2009). La plupart des cellules 
différenciées migrent le long de l’axe crypte-villosité avant de desquamer au sommet 
des villosités (Parker et al., 2017). L’épithélium intestinal se renouvelle à tous les 5 à 7 
jours chez l’homme, ce qui fait de l’intestin, l’un des organes les plus prolifératifs 
(Figure 1).  
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Figure 1 Organisation de l’épithélium intestinal proximal. A. Les cellules souches 
intestinales (ISC) résident près de la base de la crypte et produisent des cellules 
progénitrices (cellules d'amplification transitoire (TA)), qui prolifèrent dans la crypte 
moyenne et se différencient finalement pour produire les différents types cellulaires. 
Les cellules souches de la colonne de base de cryptes (CBC) sont flanquées par les 
cellules de Paneth à la base de la crypte. Les cellules différenciées qui forment la 
villosité comprennent les entérocytes absorbants, les cellules à mucus et les cellules 
entéroendocrines. Les ISC en position +4 (qISC) résident juste au-dessus de la zone qui 
contient des cellules de Paneth et les cellules CBC. B. Les cellules CBC participent au 
maintien de la niche et la zone TA participe à la différenciation, en utilisant une 
signalisation dépendant de la voie Notch pour déterminer le devenir en cellules 
absorbantes. Dans l’autre voie importante, l’expression du facteur de transcription 
homologue atonal 1 (ATOH1) entraîne l’engagement vers la lignée sécrétoire, 
comprenant les cellules à mucus, les cellules caliciformes, les cellules entéroendocrines 
et les cellules de Paneth. Lors de stress extrêmes qui provoquent l'épuisement du pool 
de cellules CBC, la réversion des cellules progénitrices peut être engagée, ce qui 
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entraîne un retour à l’état de cellules souches (flèche pointillée). Les +4 ISC peuvent 
redonner des cellules CBC après une blessure (radiation) (Tirée de (Goodell et al., 
2015))( Numéro de licence 4174260283902).  
 
Les cellules épithéliales intestinales (CEI) différenciées ont chacune des 
propriétés spécifiques. La majorité des CEI sont les cellules absorbantes, aussi appelées 
entérocytes ou colonocytes, avec comme fonction principale une participation dans la 
digestion et l’absorption des nutriments. En effet, les entérocytes présentent sur leur 
pôle apical de nombreuses microvillosités qui contribuent à augmenter la surface 
d’absorption pour les nutriments et pour d’autres molécules trouvées dans la lumière 
intestinale, comme les peptides, les vitamines, l’eau et les électrolytes. Ces cellules 
peuvent aussi produire de façon constitutive ou en réponse à des 
infections/inflammation, des protéines qui peuvent contrôler le microbiote, ou servir de 
signaux vers les autres cellules de la muqueuse, notamment les cellules immunitaires 
(Miron et Cristea, 2012).  
 
 Les cellules à mucus, ou caliciformes, ont pour fonction principale la sécrétion 
d’un mucus protecteur qui protège l’épithélium, en empêchant un contact direct avec les 
bactéries de la lumière intestinale et en retenant des peptides antimicrobiens et des 
immunoglobulines. Ce mucus permet également à différentes cellules spécialisées, 
telles que les lymphocytes intraépithéliaux, d’évaluer la composition microbienne et 
d’établir ainsi une cartographie des bactéries commensales ou potentiellement 
pathogènes (Peterson et Artis, 2014). Les cellules caliciformes sécrètent également des 
peptides dits en feuille de trèfle (TFF) qui participent à la lutte antimicrobienne en 
stabilisant le maillage de la couche de mucus, et en contribuant à la régénération de 
l'épithélium (Lin et al., 2013). Les cellules entéroendocrines sécrètent notamment des 
hormones métaboliques comme le glucagon-like peptide-1 (GLP-1), le peptide 
insulinotrope dépendant du glucose (GIP) ou le peptide tyrosine tyrosine (PYY), 
intervenant dans la régulation de la prise alimentaire, la dépense énergétique, 
l'homéostasie du glucose ou encore des lipides (Moran-Ramos et al., 2012). Entre 
autres, les niveaux de ces hormones sont modifiés dans des maladies métaboliques, 
telles que l'obésité et le diabète de type 2 (Gribble et Reimann, 2016). Au fond des 
cryptes, les cellules de Paneth jouent un double rôle, à la fois comme participants actifs 
du maintien de la niche épithéliale, comme nous allons le voir, mais également, comme 
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producteurs de peptides antimicrobiens, tels que le lysozyme, les α-défensines et 
Reg3β/γ, ainsi protégeant l’épithélium intestinal et maintenant l’homéostasie. Le côlon 
est dépourvu de cellules de Paneth. Une augmentation du nombre de cellules à mucus et 
de l’épaisseur du mucus dans le côlon assure une bonne homéostasie et permet d’éviter 
les interactions non voulues du microbiote avec l’épithélium (Clevers et Bevins, 2013).  
 
Les CEI forment non seulement une barrière entre l’hôte et le contenu de la 
lumière intestinale mais servent aussi d’intermédiaires entre les bactéries et les cellules 
immunitaires sous-jacentes de la muqueuse, par l’entremise de récepteurs et de 
molécules de signalisation, comme les cytokines et chimiokines, ce qui facilite les 
réponses dépendant du milieu externe. Par exemple, plusieurs récepteurs membranaires 
ou cytoplasmiques, notamment les récepteurs de type Toll (TLR) (Kawasaki et Kawai, 
2014) et les récepteurs de type Nod (NLR) (Shaw et al., 2010), lient des produits 
bactériens, ce qui mène à la production de molécules immunitaires effectrices. Les CEI 
affectent ainsi la fonction des cellules immunitaires dans la lamina propria en 
transmettant des signaux externes (Peterson et Artis, 2014). Dans cet environnement 
complexe, des changements dans les interactions entre les différents types de cellules 
conduisent au développement de désordres intestinaux, tels que les maladies intestinales 
inflammatoires (MII) ou encore le cancer. Les CEI contribuent donc au maintien de 
l’homéostasie intestinale en influençant la colonisation bactérienne, en sondant 
continuellement la microflore environnante et en instruisant le système immunitaire 
(Asselin et Gendron, 2014).  
 
L’épithélium fait donc partie d’un tissu avec une architecture complexe et 
dynamique dans lequel les différents types cellulaires agissent de concert pour 
conserver un équilibre entre ces trois mondes intriqués que sont la lumière intestinale 
où réside la microflore et le bol alimentaire, l’épithélium en lui-même et la muqueuse 
sous-jacente (Abreu, 2010).  
 
1.1.3. La niche épithéliale au cœur du maintien de l’homéostasie 
La clé du renouvellement rapide des CEI réside dans la niche située au fond des 
cryptes. Cette zone est constituée de cellules souches pluripotentes qui se divisent 
rapidement pour former les cellules progénitrices de la zone d’amplification transitoire. 
Ces cellules se divisent de 2 à 4 fois avant de terminer leur différenciation et de 
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poursuivre leur migration. Deux types de cellules souches ont été identifiées (Figure 1). 
Les cellules souches CBC Lgr5+, flanquées par les cellules de Paneth, sont 
caractérisées par des marqueurs spécifiques, qui assurent leur caractère souche, 
notamment Lgr5 (Barker et al., 2007), Ascl2 (van der Flier et al., 2009), Olfm4 (van 
der Flier et al., 2009), Smoc2 (Munoz et al., 2012), Tnfrsf19 (Fafilek et al., 2013) et 
Rnf43 (Koo et al., 2012). Le premier marqueur de CBC, Lgr5, a été identifié en 
utilisant le modèle murin Lgr5-EGFP-ires-CreER (Barker et al., 2007). D’autres 
cellules souches à la position +4 sont davantage impliquées dans la restauration du pool 
de cellules souches suite à des dommages extrêmes tels que l’irradiation. Ces cellules 
possèdent des marqueurs spécifiques tels que Hopx (Takeda et al., 2011), Tert 
(Montgomery et al., 2011), Bmi1 (Sangiorgi et Capecchi, 2008) et Lrig1 (Powell et al., 
2012), et présentent notamment une capacité de résistance aux dommages par 
irradiation. Ainsi, ces cellules peuvent à elles seules repeupler l’épithélium intestinal 
(van Es et al., 2012). Il a également été démontré que sous certaines conditions, les 
cellules progénitrices de la zone d’amplification transitoire peuvent renverser le 
processus de différenciation en redevenant pluripotentes et combler ainsi un manque 
des cellules souches. Dans ces deux cas, la réversion en CBC serait possible grâce à la 
conservation d’une certaine plasticité au niveau de la chromatine (Kim et al., 2014). 
 
Plusieurs voies de signalisation sont cruciales dans le maintien de la niche 
proliférative et dans la différenciation des cellules progénitrices, notamment les voies 
WNT/β-caténine, Notch, BMP et le facteur de croissance transformant, beta (TGFβ), ou 
encore celles de facteurs de croissance comme EGF (Figure 2). Ces voies interagissent 
entre elles pour régulariser la prolifération et la différenciation des CEI, avec des rôles 
ambivalents pour certains et spécifiques pour d’autres. 
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Figure 2 Régulation de l'autorenouvellement des ISC dans la niche. A. Voies de 
signalisation régulant les ISC. Les signalisations WNT, EGF et Notch régularisent 
positivement l'autorenouvellement des ISC, alors que la signalisation BMP/TGFβ 
favorise la différenciation de l'épithélium intestinal. B. Environnement de la niche au 
fond de la crypte. Les cellules de Paneth et les myofibroblastes sous-épithéliaux 
constituent une niche pour les cellules souches de l'épithélium intestinal (Tirée de (Date 
et Sato, 2015)). 
 
En plus de ces différentes voies, l’autre élément nécessaire est l’environnement 
direct de la crypte épithéliale. Plusieurs travaux ont démontré que l’environnement à lui 
seul peut supporter le développement normal de l’épithélium intestinal en maintenant le 
caractère souche des CBC, sans affecter les processus de maturation des cellules 
progénitrices (Kabiri et al., 2014). L’environnement pourrait donc compenser des 
défauts épithéliaux dans des voies comme celles de WNT. Des travaux récents ont 
apporté de nouvelles données appuyant les fonctions de WNT dans l’intestin murin et 
celles de l’environnement, en utilisant une méthode impliquant l’inhibition du gène 
21 
 
 
Porcupine (Porcn). Porcn code pour une O-acyltransférase qui assure la liaison de 
groupements palmitoleate sur tous les facteurs WNT chez les vertébrés, ce qui est 
nécessaire à leur sécrétion. La délétion de Porcn dans l’épithélium intestinal murin 
contourne le problème de redondance. En effet, la suppression d’un seul WNT n'a que 
peu d’effet, dû à la compensation par les autres. Les résultats montrent que la délétion 
épithéliale de Porcn n’affecte pas la lignée intestinale et que la β-caténine nucléaire, un 
indicateur de l’activation de la voie de WNT, reste présente dans les cellules souches 
cryptales. Ceci suggère que la muqueuse sous-jacente peut compenser la perte de Porcn 
en fournissant le WNT nécessaire au maintien du caractère souche et prolifératif des 
CBC (San Roman et al., 2014). Par contre, un traitement avec un antagoniste de WNT, 
qui affecte toute la muqueuse, résulte en une réduction de la signalisation WNT, ce qui 
corrèle avec l’arrêt de prolifération des cellules souches et progénitrices, couplé à un 
dysfonctionnement dans la différenciation de la lignée sécrétrice (Kuhnert et al., 2004). 
 
La voie Notch est une autre voie importante. Un traitement avec un inhibiteur de 
la voie Notch, un dérivé de la benzodiazépine inhibant la gamma-sécrétase (DBZ), 
convertit les cellules souches en cellules à mucus, résultant d’une perte du caractère 
souche, perte qui n'est pas observée chez les souris sans ATOH1, un régulateur de la 
voie sécrétrice. Ceci suggère que l'activation de Notch est requise pour le maintien des 
cellules souches en désactivant la différenciation induite par ATOH1 (van Es et al., 
2010). Ces études montrent qu'ATOH1 et Notch jouent des rôles opposés dans la 
promotion des cellules sécrétrices par rapport aux entérocytes. L'activité de la voie de 
Notch par rapport à ATOH1 détermine si un progéniteur intestinal se différencie en 
cellules absorbantes (Notch actif) ou sécrétrices (ATOH1 actif) (Kim et al., 2014).  
 
Plusieurs autres voies affectent également la niche épithéliale intestinale, 
notamment en réponse à différents stress, comme la cible de la rapamycine chez les 
mammifères (mTOR) et le signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3). 
mTOR détecte et répond aux éléments nutritifs, à l'énergie, au stress et aux facteurs de 
croissance, tels que le facteur de croissance insulin-like (IGF), pour coordonner la 
croissance et la survie des cellules (Laplante et Sabatini, 2012). Les cibles directes du 
complexe 1 de mTOR (mTORC1), comme 4E-BP1 et la protéine ribosomale S6 kinase 
1 (S6K1), favorisent la synthèse des protéines, des lipides et la biogénèse des 
ribosomes, tandis que l'autophagie par les lysosomes est régulée par d'autres cibles de 
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mTORC1 en aval (Proud, 2009). mTORC2 quant à lui participe à la survie cellulaire, le 
métabolisme ou encore dans la dynamique du cytosquelette (Oh et Jacinto, 2011). La 
perte de la signalisation mTOR provoque des défauts dans les CEI (Sampson et al., 
2016). 
 
STAT3 est un facteur de transcription principalement activé en réponse à des 
stimuli par des cytokines (interleukine 6 (IL6), interleukine 22 (IL22)) via l’activation 
du sentier Janus kinase (JAK)-STAT (Grivennikov et al., 2009, Wang et al., 2011). Son 
activation résulte en une protection de l’épithélium intestinal, avec l’induction de 
l’expression de plusieurs peptides antimicrobiens tels que REG3γ et la phospholipase 
A2 Groupe IIA (PLA2G2a) (Wittkopf et al., 2015). STAT3 participe également à la 
régénération de l’épithélium suite à des dommages (Karin et Clevers, 2016). Des 
analyses d’associations pangénomiques (étude d'association à l'échelle du génome 
(GWAS)) ont mis en évidence des polymorphismes associés à STAT3 ou d’autres gènes 
de la voie augmentant le risque de développer des MII (Cenit et al., 2010). Je discuterai 
plus en détail ces sentiers de signalisation dans les prochaines sections, et je vais à 
présent aborder les aspects pathologiques des maladies inflammatoires intestinales. 
 
1.1.4. Les maladies inflammatoires intestinales  
Les maladies inflammatoires chroniques intestinales (MII), dont la maladie de 
Crohn et la colite ulcéreuse, résultent de la convergence de facteurs génétiques et 
environnementaux, ainsi que de défauts de la fonction barrière, qui aboutissent 
finalement à une réponse immunitaire anormale et à une plus grande sensibilité à 
l'inflammation intestinale (Khor et al., 2011). En effet, des études d’association 
pangénomique ont identifié plus de 200 loci associés aux MII ou à d’autres maladies 
inflammatoires et auto-immunes (Jostins et al., 2012, Cleynen et Vermeire, 2015, Luo 
et al., 2017). Plusieurs voies de signalisation régularisant l'homéostasie intestinale, 
l'immunité et les interactions avec le microbiome intestinal ou la diète, ont été 
identifiées, de même que plusieurs types cellulaires pouvant être modifiés par ces 
altérations génétiques, notamment les cellules dendritiques, les lymphocytes T 
auxiliaires (Th) de type Th1, Th2, Th17 et lymphocytes T régulateurs (Treg), et les CEI 
(Foersch et al., 2013, Rapozo et al., 2017) (Figure 3). 
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Figure 3 Les études d’association pangénomique ont identifié des voies de 
signalisation et des types cellulaires associés aux MII. L'homéostasie intestinale 
implique des actions coordonnées entre les cellules épithéliales, et les cellules 
immunitaires innées et adaptatives. Entre autres, des défauts de perméabilité de la 
barrière peuvent permettre une infiltration microbienne, détectée par le système 
immunitaire inné, qui génère les réponses adaptatives, inflammatoires et restitutives 
appropriées. Ces effets se font en partie par la libération de médiateurs extracellulaires 
qui recrutent d'autres composants, comme les cellules immunitaires adaptatives et 
innées. La génétique, le microbiote et les facteurs immunitaires affectent l'équilibre de 
ces signaux. Les gènes associés aux MII sont regroupés et classés en fonction de leurs 
fonctions dans le contexte de l'homéostasie intestinale et de l'immunité. La couleur du 
texte indique si les gènes sont liés aux loci de risques associés à la maladie de Crohn 
(CD, noir), à la colite ulcéreuse (UC, bleu) ou aux deux (rouge) (Tirée de (Khor et al., 
2011))(Numéro de licence 4174260873587).  
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L’inflammation intestinale est donc le résultat d’une composante 
multifactorielle. Par exemple, le développement des MII a été associé à des 
modifications dans la séquence du gène de la protéine 1 de liaison X (Xbp1), associé à 
l’autophagie, ou de Nod2, récepteur associé à la reconnaissance de produits bactériens, 
à une diminution d'IL-10, une cytokine anti-inflammatoire ou au développement d’une 
intolérance immunitaire aux produits microbiens, entre autres (Kaser et al., 2008, 
Watanabe et al., 2008). Il a été aussi été démontré que la perméabilité de l’épithélium 
chez les personnes atteintes de MII est augmentée, ce qui suggère des défauts de la 
fonction barrière. Par exemple, les patients montrent une réduction de la couche de 
mucus protectrice comprenant la mucine de type 2, ou MUC2. Des études 
expérimentales ont montré que des souris dépourvues de Muc2 développent une colite 
spontanée (Van der Sluis et al., 2006, Tadesse et al., 2017). Des souris n’exprimant pas 
les TFF sont plus sensibles à l’induction d’une colite chimique par le dextran sulfate 
(Podolsky et al., 2009). La sécrétion de peptides antimicrobiens est diminuée chez les 
patients présentant des mutations dans les gènes TLR reconnaissant certains produits 
bactériens (Elia et al., 2015) ou encore dans le gène IL23, cytokine impliquée dans la 
maturation des lymphocytes Th17 proinflammatoires (Weaver et al., 2013). Ces gènes 
ne sont qu’une petite partie de ceux déterminés par les analyses d’association 
pangénomique (Figure 3) (Podolsky et al., 2009, Maloy et Powrie, 2011). 
 
En plus de la réponse altérée au microbiote, qui peut être lui-même altéré par 
l’environnement et la génétique, les MII sont associées à des facteurs 
environnementaux avec des effets de l'allaitement, de la nourriture, du tabagisme ou 
encore des médicaments. Le fait que l’incidence des MII augmente dans les populations 
humaines et que les jumeaux monozygotes montrent souvent une divergence au niveau 
de leur sensibilité aux MII confirment l’importance de facteurs environnementaux 
indépendant des altérations génétiques au niveau du génome. Il faut aussi noter que 
plusieurs polymorphismes nucléotidiques simples associés aux gènes de sensibilité aux 
MII se retrouvent dans des régions non-codantes associées à des promoteurs et 
amplificateurs (Albert, 2011). Cette importance de l’environnement dans la genèse des 
MII suggère un rôle pour la régulation épigénétique, qui mène à des changements dans 
l'expression des gènes sans altérer la séquence d'ADN (Feil et Fraga, 2012). Les 
principaux mécanismes épigénétiques comprennent la méthylation de l'ADN, les 
modification des histones, dont la méthylation sur lysine ou arginine, l’acétylation sur 
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lysine, et la phosphorylation sur sérine ou tyrosine (Allis et Jenuwein, 2016). Ces 
modifications épigénétiques traduisent des modifications dans l’environnement, qui 
affectent entre autres le métabolisme cellulaire ou la composition du microbiote, en 
modifiant de manière permanente ou transitoire l’expression des gènes (Ling et Groop, 
2009, Kellermayer, 2012). Ces mécanismes épigénétiques peuvent donc changer la 
réponse transcriptionnelle suite à des signaux environnementaux. Cela représente donc 
un mécanisme critique liant la prédisposition génétique de l'hôte aux facteurs 
environnementaux dans la pathogenèse des MII (Ventham et al., 2013). L’épigénétique 
apparaît donc comme une nouvelle variable, non négligeable, à intégrer dans la 
compréhension des MII. Je vais élaborer davantage sur l’épigénétique, particulièrement 
les modifications touchant l’acétylation, dans les sections suivantes. 
 
1.2. Noyau, ADN, chromatine et épigénétique 
 
1.2.1. Chromatine et épigénétique: organisation et remodelage              
 Dans le noyau cellulaire, l’ADN est compacté sous forme de chromatine, dont 
l’unité de base est le nucléosome. Celui-ci est formé d’un octamère d’histones 
conventionnelles, soient 2 H2A, 2 H2B, 2 H3 et 2 H4, autour duquel vient s’enrouler 
l’ADN, à raison de 2 tours, soit 147 pb. La chromatine de base a une activité répressive 
sur la transcription. Afin de régulariser l’expression des gènes, la structure de la 
chromatine doit être modulée de façon réversible afin de rendre l’ADN accessible ou 
non pour la fixation de facteurs de transcription et pour le recrutement d’activités 
enzymatiques régulatrices modifiant la chromatine par des activités épigénétiques 
(Smolle et Workman, 2013). L’épigénétique constitue un ensemble de changements 
dans l’activité d’un gène qui ne sont pas dus à des mutations dans la séquence d’ADN. 
 
Plus d'une centaine de gènes codent pour trois types de protéines, à savoir les 
« writers », « erasers » et « readers », qui modifient l'ADN ainsi que les protéines, 
notamment les histones (Badeaux et Shi, 2013). Les « writers », comme les 
acétyltransférases (HAT) et les méthyltransférases, ainsi que les « erasers », comme les 
désacétylases (HDAC), les sirtuines ou les déméthylases, ajoutent ou suppriment, 
respectivement, une modification chimique telle que le groupement acétyle ou méthyle 
(Chen et Dent, 2014). Ces modifications post-traductionnelles sur les histones agissent 
comme des signaux reconnus par les « readers », des protéines contenant entre autres, 
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soit un bromodomaine qui lie les marques acétyles, soit un chromodomaine qui lie les 
marques méthyles (Rando, 2012, Kaelin et McKnight, 2013). Les « readers » induisent 
ensuite des changements d’état de la chromatine, résultant en l’activation ou la 
répression de la transcription (Zhou et al., 2011) (Figure 4). Actuellement, plus de 
soixante modifications incluant la phosphorylation, l’ubiquitination, la butyrilation, la 
crotonylation, et bien d’autres, ont été dénombrées sur la chromatine (Tan et al., 2011). 
L’ensemble de ces modifications forme ce que l’on appelle communément le code 
histone. Une modification épigénétique à la base de mon travail est l’acétylation. 
 
Il a longtemps été considéré que l’activité d’acétyltransférase, par l’ajout de 
charge acétyle qui neutralise les charges positives sur les queues des histones, relaxait 
la chromatine et augmentait l’accès des facteurs de transcription à l’ADN et 
l’expression des gènes. Les désacétylases avaient quant à elles l’effet opposé, menant à 
une compaction de la chromatine, donc une répression de l’expression des gènes. Ce 
n’est que depuis les dernières années que le code histone, structure dynamique et 
finement régularisé, apparaît comme un cadre de lecture pour l’expression des gènes. 
Ce cadre de lecture peut être influencé aussi bien positivement que négativement par les 
« readers », « writers » et « erasers » (Falkenberg et Johnstone, 2014). 
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Figure 4 La régulation épigénétique est un processus dynamique. Les « writers », 
tels que les histone acétyltransférases (HAT), les histone méthyltransférases (HMT), les 
protéines arginine méthyltransférases (PRMT) et les kinases, ajoutent des marques sur 
les queues histones. Les « readers », tels que les protéines contenant des 
bromodomaines, des chromodomaines ou des domaines Tudor, se lient aux marques 
épigénétiques acétyles ou méthyles. Les « erasers », tels que les histone désacétylases 
(HDAC), les lysine déméthylases (KDM) et les phosphatases, catalysent l'élimination 
de ces marques épigénétiques. L’ensemble de ces modifications sur les histones 
régularisent divers processus dépendant de l'ADN, incluant la transcription, la 
réplication de l'ADN et la réparation de l'ADN (Tirée de (Falkenberg et Johnstone, 
2014))(Numéro de licence 4174261006459). 
 
  En effet, il est reconnu que plusieurs modifications sur les histones sont 
retrouvées préférentiellement sur des promoteurs ou des amplificateurs, donnant une 
mesure de leur activité. Par exemple, alors que la marque H3K4me1 est plutôt associée 
aux amplificateurs actifs, la marque H3K4me3 est associée à des promoteurs actifs. Au 
contraire, des zones hautement stables et inactives, souvent associées à une marque 
H3K9me3, sont retrouvées sur l’ADN méthylé (Calo et Wysocka, 2013). 
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1.2.2. L’acétylation et l’acétyl-CoA: un métabolite à la croisée des chemins  
L'acétylation des protéines est une modification post-traductionnelle majeure 
régularisée par les HAT et les HDAC qui, respectivement, ajoutent ou éliminent un 
groupement acétyle sur les lysines (Yang et Seto, 2008). De nombreuses autres 
protéines nucléaires, cytoplasmiques et mitochondriales sont acétylées, formant 
l'acétylome (Choudhary et al., 2009). 
 
L'acétylation des histones relaxe les interactions ADN-histone et crée des sites 
de liaison pour les protéines qui contiennent entre autres, des bromodomaines, qui 
traduisent les modifications acétyles en changements de la structure de la chromatine et 
de l'expression des gènes (Sanchez et Zhou, 2009). L’acétylation, comme la 
phosphorylation des histones, modifie la charge des histones, ce qui n’est pas le cas 
pour la méthylation (Zhang et al., 2015). Contrairement à l’acétylation qui est une 
marque avec une courte demi-vie, la méthylation est une modification beaucoup plus 
stable et plus difficile à retirer que ne l’est l’acétylation (Zheng et al., 2013) . C’est en 
partie pourquoi les grandes zones non transcrites de l’ADN sont méthylées (Barth et 
Imhof, 2010). 
 
L'acétylation de protéines, comme les facteurs de transcription, modifie leur 
fonction en affectant les interactions avec d'autres protéines ou avec l'ADN, ainsi que la 
stabilité ou encore la localisation (Patel et al., 2011, Choudhary et al., 2014). Cela peut 
mener autant à des effets de stabilisation et d’augmentation d’efficacité, comme c’est le 
cas pour les dimères du facteur de transcription STAT3 phosphorylés, qui voient leur 
activité améliorée suite à une acétylation sur Lys685 par CBP, une acétyltransférase 
(Yuan et al., 2005). Des stress cellulaires, notamment des dommages à l’ADN (Reed et 
Quelle, 2014), induisent une acétylation du suppresseur de tumeur et facteur de 
transcription P53, ce qui stabilise la protéine (Sakaguchi et al., 1998). Comme dernier 
exemple, l’acétylation de HDAC1 entraîne une baisse de son activité désacétylase 
(Yang et al., 2015).  
 
L'acétylation des protéines est un processus hautement régularisé qui varie selon 
la disponibilité de métabolites cellulaires (Galdieri et al., 2014). En effet, les niveaux 
d'acétylation des protéines dépendent en partie de la régulation de l'activité HDAC et de 
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la disponibilité du substrat énergétique, soit l’acétyl-CoA. Par exemple, l’activité 
HDAC cellulaire est modulée par des inhibiteurs endogènes de HDAC, tels que le β-
hydroxybutyrate (Shimazu et al., 2013, Zhu et al., 2017) et la carnitine (Huang et al., 
2012), dont les niveaux varient en fonction du métabolisme cellulaire. L’activité des 
HDAC peut aussi être contrôlée par des inhibiteurs exogènes comme le butyrate, un 
produit de la flore bactérienne, qui sert de substrat énergétique pour les CEI, et qui peut 
modifier l’expression des gènes, non seulement dans les CEI (Kaiko et al., 2016) mais 
aussi dans les cellules Treg (Graham et Xavier, 2013). De plus, l'acétylation des 
histones dépend de la disponibilité du substrat, soit l’acétyl-CoA, à la fois dans les 
compartiments nucléaires et cytoplasmiques (Wellen et Thompson, 2012, Zhao et al., 
2016). Par exemple, le citrate, un produit terminal de la glycolyse, est utilisé par l'ATP-
citrate lyase (ACL) pour produire l’acétyl-CoA cytoplasmique. La perte d’ACL réduit 
les niveaux cellulaires d'acétyl-CoA et également l'acétylation des histones (Bracha et 
al., 2010). D’autres enzymes, telles que l’acétyl-CoA synthétase et le complexe de la 
pyruvate déshydrogénase (PDH), participent également à la formation du pool d’acétyl-
CoA nucléaire (Sutendra et al., 2014, Mews et al., 2017). Ainsi, les variations d’énergie 
cellulaire menant à des changements dans les niveaux d'acétyl-CoA ou de métabolites 
inhibant les HDAC, peuvent entraîner des altérations globales au niveau de l’acétylome 
et de la signalisation épigénétique (Kaelin et McKnight, 2013). 
 
1.2.3. La famille des HDAC: distribution, fonctions et pathologies  
Les HDAC sont des enzymes divisées en quatre classes selon leur homologie. 
La classe I comprend les HDAC1, HDAC2, HDAC3 et HDAC8 nucléaires. HDAC4, 
HDAC5, HDAC7 et HDAC9, membres de la classe IIa, de même que HDAC6 et 
HDAC10, membres de la classe IIb, se retrouvent à la fois dans le cytoplasme et le 
noyau. HDAC11, le seul membre de la classe IV, présente des points communs avec les 
enzymes des classes I et II. Une dernière classe comprend les sirtuines homologues des 
protéines SIR2 de la levure (Shore, 2000). Les HDAC ont pour fonction de retirer les 
groupements acétyles sur les lysines de différentes protéines comme des histones ou des 
facteurs de transcription. Deux mécanismes de retrait du groupement acétyle sont 
utilisés. Dans le premier mécanisme, dans le cas des HDAC à activité dépendante du 
Zn2+ (classes I, II et IV), l'ion Zn2+ stabilise le substrat acétylé dans la poche catalytique 
(Seto et Yoshida, 2014). Dans le deuxième mécanisme, l’activité des sirtuines est 
dépendante du NAD+. La plupart des HDAC classiques s’associent, sous forme 
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d’homo- ou d’hétérodimères, avec d’autres protéines pour former des complexes co-
répresseurs transcriptionnels tels que « switch-independent 3 protein a » (SIN3), 
« nucleosome remodelling and deacetylation » (NuRD), « co-repressor for RE1 
silencing transcription factor » (CoREST), « nuclear receptor co-repressor » (NCOR) 
et « Nuclear receptor corepressor 2 » (SMRT), souvent associés avec des enzymes 
impliquées dans le remodelage de la chromatine (Kelly et Cowley, 2013). Les HDAC 
ne possèdent pas de site de liaison direct avec l’ADN, et donc dépendent des protéines 
faisant partie des complexes et des facteurs de transcription pour être recrutés à l’ADN 
et ainsi exercer le clivage des groupements acétyles (Bannister et Kouzarides, 2011). 
Les complexes HDAC contribuent à la répression ou à l’activation des gènes (Olzscha 
et al., 2015) (Tableau 1). 
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Tableau 1 Principales fonctions associées aux différentes HDAC dans l’organisme. 
(Adapté de (Witt et al., 2009)). 
Classe Membres Substrats Complexe Co-Facteur
Localisation 
Cellulaire 
Fonctions 
Physiologiques
Expression
HDAC1
p53, MyoD, E2F-1, 
Stat3, androgène
Sin3, Mi-2/NuRD, 
CoREST
Zn
2+ Noyau
Prolifération cellulaire et 
survie
HDAC2
Bcl-6, Stat3,  
récepteur des 
glucocorticoïdes , YY-
1
Sin3, Mi-2/NuRD, 
CoREST
Zn
2+ Noyau
Prolifération cellulaire et 
résistance à l'insuline
HDAC3
GATA-1, RelA, Stat3, 
MEF2D, YY-1, SHP
N-CoR/SMRT Zn
2+ Noyau
Prolifération cellulaire et 
survie
HDAC8 EST1B Zn
2+ Noyau Prolifération cellulaire
HDAC4
GCMa, GATA-1, HP-
1
ANKRA, 
RFXANK
Zn
2+ Noyau/Cytop
lasme
Contrôle de la dynamique 
du cytosquelette et de la 
mobilité cellulaire
HDAC5 Smad7, HP-1, GCMa
REA, récepteur 
aux estrogènes 
Zn
2+
Noyau/Cytop
lasme
Gluconéogénèse, 
croissance 
cardiovasculaire et la 
fonction des cellules 
endothéliales
HDAC7 Flag1 et 2 HIF1a, Bcl-6 Zn
2+
Noyau/Cytop
lasme
Glycogenèse, fonction 
endothéliale et 
différenciation des 
thymocytes
HDAC9 FOXP3 Zn
2+ Noyau/Cytop
lasme
Croissance et fonction 
cardiovasculaire, 
recombinaison 
homologue et 
différenciation des 
thymocytes
HDAC6
α-Tubuline, HSP90, 
SHP, Smad7
A3G -  AURKA Zn
2+ Cytoplasme
Contrôle de la dynamique 
du cytosquelette et de la 
mobilité cellulaire
HDAC10 HSP90 Zn
2+ Cytoplasme
Survie cellulaire médiée 
par l'autophagie et la 
recombinaison 
homologue
SIRT1
p53, Ku70, PPAR-
γ,PGC-1α, NF-κB, 
p300, FOXO
NAD
+ Noyau/Cytop
lasme
Régulation du système 
immunitaire, survie 
cellulaire, vieillissement et 
régulation redox
SIRT2
α-Tubuline, histone 
H4, FOXO, ACLY
NAD
+ Noyau
Survie cellulaire, 
migration cellulaire et 
invasion
SIRT3 AceCS2, PGC-1α NAD+ Mitochondrie
Balance redox, régulation 
de l'ATP et métabolisme, 
cycle de l'urée, apoptose 
et signalisation cellulaire
SIRT4
Glutamate 
déhydrogénase
NAD
+ Mitochondrie
Régulation et 
métabolisme de l'ATP, 
métabolisme énergétique, 
apoptose et signalisation 
cellulaire
SIRT5
CPS1, SOQ1, 
HMGCS2
NAD
+ Mitochondrie
Régulation de l'ATP, 
cycle de l'urée, 
métabolisme énergétique, 
apoptose et signalisation 
cellulaire
SIRT6
ADN polymérase β, 
PARP1, NF-kB
NAD
+ Noyau Régulation métabolique
SIRT7
ARN polymérase I, 
PAF53
NAD
+ Noyau Apoptose
IV HDAC11 HDAC6 Zn
2+ Noyau
Immunomodulation et 
réplication de l'ADN
Ubiquitaire
III Variable
I Ubiquitaire
IIa
Tissue-
specifique
IIb
Tissue-
specifique
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1.2.4. HDAC1 et HDAC2: redondances et spécificités 
Parmi les 18 « erasers » connus avec une activité histone désacétylase, HDAC1 
et HDAC2 sont des désacétylases nucléaires de classe I avec plus de 85% d’homologie 
au niveau du gène, et dont l’activité est dépendante du zinc (Kelly et Cowley, 2013). 
Les gènes codant pour HDAC1 et HDAC2 ont été dupliqués à partir d’un gène 
ancestral. Les deux protéines présentent une similarité de séquence d'acides aminés de 
86% entre la souris et l'homme, ce qui suggère une redondance fonctionnelle élevée 
entre HDAC1 et HDAC2. HDAC1 et HDAC2 sont deux des sous-unités catalytiques de 
complexes multiprotéiques tels que SIN3A, CoREST et NuRD (Laugesen et Helin, 
2014). HDAC1 et HDAC2 ont à la fois des rôles de répression ou d'activation de 
l’expression des gènes. Ces protéines peuvent retirer le groupement acétyle sur les 
lysines des histones, affectant de manière globale ou spécifique l’expression des gènes 
(Jurkin et al., 2011), ou elles peuvent également retirer directement le groupement 
acétyle sur des régulateurs de la transcription, entre autres (Jamaladdin et al., 2014). Par 
exemple, HDAC1 réprime l'activité transcriptionnelle du facteur de transcription pro-
inflammatoire NF-κB en désacétylant la sous-unité p65 (Ashburner et al., 2001, 
Gonneaud et al., 2014).  
 
Afin de démontrer le rôle physiologique de HDAC1 et HDAC2, plusieurs études 
ont invalidé l’un ou l’autre des gènes ou les deux, par différentes approches génétiques, 
dans des lignées cellulaires et des modèles animaux. Ces travaux ont démontré des 
fonctions biologiques redondantes et non redondantes de HDAC1 et de HDAC2. Dans 
la plupart des lignées cellulaires, la suppression de HDAC1 ou HDAC2 n’a que peu 
d’effet sur la prolifération et le cycle cellulaire, probablement dû à une compensation de 
l'un par l'autre (Kelly et Cowley, 2013). Par contre, certaines lignées cellulaires sont 
plus sensibles à la perte d’un des gènes. Par exemple, nous avons montré que l’absence 
de Hdac1 réduit la prolifération des CEI de rat de la lignée IEC-6 (Gonneaud et al., 
2014). Cependant, la suppression combinée de Hdac1 et de Hdac2 entraîne des 
phénotypes beaucoup plus sévères avec une réduction et un arrêt de la prolifération, 
résultant d’un blocage en phase G1 à S dans les fibroblastes embryonnaires de souris 
(MEF) (Yamaguchi et al., 2010), et une augmentation des dommages à l’ADN dans les 
cellules HeLa et les HEK 293 (Bhaskara et al., 2013).  
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Un rôle important de HDAC1 et de HDAC2 dans le contrôle de la division 
cellulaire et la pluripotence des cellules souches embryonnaires a été déterminé. Dans 
ces cellules, la perte de Hdac1 et Hdac2 déstabilise les complexes co-répresseurs tels 
que SIN3a. L’activité désacétylase totale diminue de 60%, ce qui est associé à une 
augmentation globale de l'acétylation des histones. Ceci indique que HDAC1 et 
HDAC2 sont des désacétylases cellulaires majeures. La délétion de Hdac1 et Hdac2 
réduit l’expression des gènes à caractère souche embryonnaire comme Oct4 ou Nanog, 
et entraîne une ségrégation chromosomique défectueuse, menant à une perte de la 
viabilité cellulaire. HDAC1 et HDAC2 ont donc des fonctions essentielles dans la 
division cellulaire et dans l'expression des gènes dépendant de l'activité désacétylase 
(Jamaladdin et al., 2014). 
 
La perte de Hdac1 et de Hdac2 provoque des dommages à l'ADN et un stress de 
réplication, observé par une accumulation de gamma H2A.X (phospho S139) (γH2AX), 
une forme phosphorylée de l’histone H2AX et un marqueur de cassure d’ADN double 
brin, dans les cellules HeLa et les HEK 293. Ceci affecte aussi la structure de la 
chromatine naissante, en modifiant les marques épigénétiques, comme une 
augmentation de l’acétylation, et en réduisant la vitesse de la fourche de réplication 
(Bhaskara et al., 2013). 
 
Lors de la maturation des ovocytes et pendant le développement de l’embryon 
au cours de la pré-implantation, HDAC1 et HDAC2 interviennent séparément et jouent 
chacun un rôle essentiel et complémentaire. Par exemple, HDAC1 est stockée dans le 
cytoplasme pendant la maturation des ovocytes puis va ensuite au noyau et les niveaux 
se normalisent avec ceux de HDAC2. HDAC2 est la HDAC principale pour la 
maturation des ovocytes en régularisant l'acétylation des histones, la transcription et la 
méthylation de l'ADN. Par exemple, HDAC2 favorise la désacétylation de la marque 
H4K16ac qui est nécessaire à la ségrégation chromosomique normale lors de la 
maturation des ovocytes (Ma et Schultz, 2016). 
 
En plus des lignées cellulaires, l’effet de la délétion de Hdac1 et de Hdac2 a été 
étudié dans de nombreux modèles murins, de façon globale ou tissu-spécifique. La 
délétion globale de Hdac1 chez la souris est létale en raison de problèmes majeurs de 
développement embryonnaire, associés à des défauts de prolifération (Lagger et al., 
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2002) alors que la délétion de Hdac2 entraîne la mort de la souris après la naissance en 
raison de sévères défauts cardiaques (Montgomery et al., 2007). De la peau au cerveau 
en passant par le cœur, la suppression spécifique de Hdac1 et/ou Hdac2 a montré des 
fonctions spécifiques, différentes et compensatoires.  
 
Par exemple, le développement de l’épiderme est sous le contrôle de Hdac1 et 
Hdac2. Alors que la délétion de l'un d’eux uniquement dans l’épiderme ne perturbe ni 
la structure de la peau, ni la viabilité de l’animal, la suppression d'un seul allèle de 
Hdac2 chez des souris sans Hdac1 dans l’épiderme induit des défauts graves dans le 
développement des lignées épidermiques, et mène à la formation spontanée de tumeurs. 
Ces résultats suggèrent que des variations des niveaux d’activité de HDAC1 et HDAC2 
peuvent mener à différents phénotypes. Ceci ajoute un autre niveau de complexité avec 
un besoin de garder un niveau minimum critique d’activité des HDAC pour maintenir 
un phénotype normal dans l’épiderme (Winter et al., 2013).  
 
Dovey et al. (Dovey et al., 2013) ont montré dans les lymphocytes T, un effet 
positif sur la prolifération cellulaire lorsqu’il n’y avait plus qu’un seul allèle de Hdac2 
en l'absence de Hdac1, ce qui favorise la formation de tumeurs. Dans le cerveau, 
HDAC1 est exprimé dans les astrocytes mais pas dans les neurones différenciés, alors 
que HDAC2 a un profil d’expression inverse. De manière intéressante, la délétion de 
Hdac1 dans le cerveau mène à la réexpression de Hdac2 dans les astrocytes, alors que 
la délétion de Hdac2 entraîne la réexpression de Hdac1 dans les neurones matures. Ceci 
montre les capacités compensatoires de ces deux enzymes. Par contre, la perte des deux 
gènes entraîne un sévère retard de croissance et de maturation des différentes parties du 
cerveau pendant l’embryogénèse (Hagelkruys et al., 2014).  
 
L’ensemble de ces travaux a mis en évidence des fonctions biologiques cruciales 
pour HDAC1 et HDAC2, entre autres tant au niveau du développement tissulaire et de 
la différenciation que de la prolifération. Ces deux enzymes présentent des fonctions 
partagées, complémentaires et distinctes. Cela en fait des cibles de choix dans certaines 
pathologies. C’est pourquoi l'utilisation de modèles génétiques d’invalidation des gènes 
en parallèle avec l’utilisation d’inhibiteurs de HDAC est nécessaire pour comparer et 
évaluer leur mode d'action. Ce type d’approche permet d’évaluer la spécificité, les 
avantages et les inconvénients de l'inhibition des HDAC. 
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1.2.5. Les inhibiteurs de HDAC: avancées et développement 
En régularisant de nombreuses fonctions cellulaires (Tang et al., 2013), par 
exemple l’inflammation et l'immunité (Glauben et al., 2014), ainsi que la prolifération 
et la différenciation dans plusieurs modèles (de Zoeten et al., 2010), les histones 
désacétylases sont devenues un centre d’intérêt important, notamment par l’étude de 
leur inhibition dans différentes maladies humaines comme le cancer (Newbold et al., 
2016), les maladies neurodégénératives (Suo et al., 2015) et l’inflammation (Halili et 
al., 2009).  
 
Dans le cas des cellules cancéreuses, les niveaux d’expression des Hdac varient 
considérablement (Spiegel et al., 2012). Par exemple, l’expression de Hdac1 est 
augmentée dans les cancers de la prostate, de l'intestin et du sein (Halkidou et al., 2004, 
Zhang et al., 2005, Sudo et al., 2011), et l’expression de Hdac2 est augmentée dans les 
cancers colorectal, du col utérin et gastrique (Zhu et al., 2004, Song et al., 2005). 
L’expression de Hdac3 est aussi augmentée dans les tumeurs du côlon et du sein 
(Wilson et al., 2006), alors que celle de Hdac6 est élevée dans les tumeurs mammaires, 
celle de Hdac8 dans les cellules de neuroblastome (Oehme et al., 2009) et celle de 
Hdac11 principalement dans des lignées cellulaires de carcinome hépato-cellulaire ou 
du sein canalaire (Deubzer et al., 2013). Ces différences d’expression ont encouragé les 
chercheurs à développer des inhibiteurs pharmacologiques de l’activité des HDAC 
(HDACi) et à les utiliser sur les cellules cancéreuses, ce qui a mené à des observations 
montrant une sensibilité accrue des cellules cancéreuses à l’action des HDACi, par 
rapport aux cellules normales, et à l’identification de différentes cibles cellulaires 
affectées par l’inhibition des HDAC, notamment la prolifération, l’apoptose et 
l’autophagie (Figure 5). De par leurs multiples effets, de nombreux HDACi ont été 
développés, dont 5 sont actuellement approuvés par la FDA pour traiter des cancers, 
comme celui du lymphome à cellules T (Eckschlager et al., 2017).  
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Figure 5 L’inhibition des HDAC par des HDACi affectent de nombreux processus 
cellulaires. L'inhibition des HDAC augmente l'acétylation des histones et de protéines 
non-histones, ce qui altère de nombreux processus physiologiques et pathologiques, 
comme l'apoptose/autophagie, le cycle cellulaire, la fibrogénèse, la réponse 
immunitaire, l'inflammation et le métabolisme. Par conséquent, les HDACi sont de plus 
en plus considérés en tant qu’agents thérapeutiques anticancéreux, anti-inflammatoires, 
immunomodulateurs et comme régulateurs de troubles métaboliques (Adaptée de (Tang 
et al., 2013)).  
 
Les HDACi sont considérés comme des pan-inhibiteurs s’ils agissent contre tous 
les types de HDAC, mais les inhibiteurs peuvent cibler des classes particulières, comme 
les inhibiteurs de classe I comprenant CI994, ou des formes de HDAC spécifiques, 
comme les inhibiteurs contre HDAC3 (Malvaez et al., 2013) ou HDAC6 (Namdar et 
al., 2010). Les HDACi sont classés en cinq classes de composés, soient les acides 
hydroxamiques, les acides gras à courte chaîne comme le butyrate, les benzamides, les 
tétrapeptides cycliques et les inhibiteurs de sirtuines incluant le nicotinamide, un pan 
inhibiteur, et des inhibiteurs spécifiques de SIRT1 et SIRT2, le sirtinol et le cambinol 
(Qin et al., 2017). Plusieurs inhibiteurs sont dits naturels car ils sont retrouvés dans 
l’alimentation, ou sont modifiés par la flore intestinale, entre autres (Losson et al., 
2016). Les acides gras à courte chaîne (SCFA), tels que le butyrate, l'acétate et le 
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propionate, sont des produits provenant de la digestion et de la fermentation des fibres 
alimentaires. Les SCFA servent de source d’énergie pour les CEI et d’autres cellules du 
corps et contrôlent la fonction immunitaire, notamment au niveau des macrophages 
(Chang et al., 2014) et des cellules Treg (Tanoue et Honda, 2012), en partie par leur 
action inhibitrice de l’activité des HDAC, menant à des altérations dans l’expression 
des gènes (Licciardi et al., 2010).  
 
L'extrême sensibilité des cellules cancéreuses aux HDACi, contrairement aux 
cellules normales, cause l’inhibition de la prolifération et de la différenciation, et 
l’induction de la mort cellulaire, entre autres. De plus, les HDACi réduisent 
l'angiogenèse et modulent la réponse immunitaire (Ververis et al., 2013, Zhang et 
Zhong, 2014).  
 
Dans le cas de l’inflammation intestinale, la délétion de Hdac6 (de Zoeten et al., 
2011) ou de Hdac9 (de Zoeten et al., 2010) chez la souris promeut la formation de 
lymphocytes Treg, cellules qui protègent de l’inflammation et qui diminuent la réponse 
immunitaire pro-inflammatoire. Au niveau de la colite ulcéreuse, l’utilisation de 
HDACi chez la souris, dans un modèle chimique d’induction d’une colite par le dextran 
sulfate, a permis de réduire la sévérité de la maladie (Glauben et al., 2006, Glauben et 
Siegmund, 2011), entre autres en réduisant les symptômes inflammatoires au niveau 
histologique, et en diminuant les niveaux d’ARN de cytokines pro-inflammatoires, 
comme l’interféron gamma (Ifnγ) et le facteur de nécrose tumorale alpha (Tnfα). Deux 
types d’inhibiteurs ont été utilisés, soit le SAHA, un pan inhibiteur, et l’acide 
valproïque, un inhibiteur de classe I. L’utilisation des HDACi reste restreinte à cause de 
leur manque de spécificité, ce qui entraîne certains effets secondaires étant donné leurs 
rôles dans de nombreux processus cellulaires. En effet, les HDACi provoquent des 
effets secondaires plus ou moins intenses tels que des nausées, des vomissements ou 
encore des diarrhées (Davie, 2003). Le développement d’inhibiteurs plus spécifiques et 
l’accroissement des connaissances sur les rôles et les cibles spécifiques des différents 
HDAC devraient éventuellement accroître l’utilisation des HDACi en clinique, 
dépendamment des utilisations et des traitements potentiels. 
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1.3. HDAC1 et HDAC2 au cœur du développement de l’épithélium intestinal  
Afin d’élucider et de comprendre les rôles de Hdac1 et de Hdac2 dans 
l’épithélium intestinal, nous avons développé des modèles murins de délétion de Hdac1 
et Hdac2 spécifiquement dans les CEI, grâce au système de souris Villine-Cre-LoxP (el 
Marjou et al., 2004). L’invalidation tissu-spécifique est assurée par le croisement de 
souris modifiées génétiquement par insertion de séquences LoxP de part et d’autre de 
l’exon 4 à 7 du gène Hdac1 et de l’exon 2 à 4 du gène Hdac2 (Montgomery et al., 
2007), avec une souris exprimant la recombinase Cre sous le contrôle du promoteur de 
la villine, exprimée dans les CEI. Le résultat est une délétion de Hdac1 et Hdac2 dans 
les CEI, dès le début de l’expression de la villine au jour 14 du développement 
embryonnaire. 
 
1.3.1. HDAC1 et HDAC2 participent au maintien de l’homéostasie intestinale 
Les souris délétées embryonnairement pour à la fois Hdac1 et Hdac2 dans 
l’épithélium intestinal présentent des défauts importants dans l’architecture du tissu 
(Turgeon et al., 2013), contrairement à l’absence de modifications visibles de la 
muqueuse chez les souris dépourvues de Hdac1 ou Hdac2 dans l’épithélium (Turgeon 
et al., 2014). Les souris sans Hdac1 et Hdac2 dans les CEI montrent une délocalisation 
des noyaux le long de la villosité, suggérant une perte de polarité, des invaginations, 
ainsi qu’un allongement de la zone cryptale, tout ceci associé à une augmentation de la 
prolifération et de la migration cellulaire, et un allongement de l’intestin grêle. Le 
nombre de cellules sécrétrices, incluant les cellules de Paneth et les cellules à mucus, 
est réduit, indiquant un défaut de différenciation qui est en partie expliqué par une 
activité accrue de la voie de Notch, mesurée par une augmentation de la forme clivée de 
Notch (Turgeon et al., 2013). La voie de Notch est impliquée à la fois dans le maintien 
de la niche épithéliale en favorisant la prolifération des cellules souches et dans la 
différenciation en entérocytes par l’inhibition de ATOH1, facteur de la différenciation 
en cellules sécrétrices. En plus de la voie de Notch, la voie STAT3 est activée, corrélant 
avec la présence d’une inflammation chronique, et la voie mTOR est activée, corrélant 
avec l’hyperplasie et l’allongement de l’intestin grêle observés. La fonction barrière est 
également affectée avec une augmentation de la perméabilité et une diminution de la 
claudine 3, une protéine importante dans la formation des jonctions cellules-cellules. 
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1.3.2. HDAC1 et HDAC2 induisent des réponses inflammatoires distinctes 
Des micropuces à partir d’ARN isolés de muqueuse colonique complète et des 
PCR ont indiqué une augmentation de plusieurs cytokines et plus généralement une 
inflammation colique basale chez le double mutant (Turgeon et al., 2013). Nous avons 
voulu déterminer l’effet de l’absence de différents HDAC, notamment Hdac1 et Hdac2 
par rapport à Hdac2, dans la réponse à une colite expérimentale induite par le dextran 
sulfate (DSS). Alors que les souris sans Hdac1 et Hdac2 dans les CEI montrent une 
aggravation de l’inflammation induite par le DSS par rapport aux souris contrôle, avec 
une augmentation de mortalité, les souris sans Hdac2 dans les CEI sont moins affectées 
que les souris contrôle suite à l’induction de la colite (Turgeon et al., 2014). Ceci 
corrèle avec l’analyse d’expression des gènes par micropuces à partir d’ARN provenant 
de la muqueuse du côlon de souris sans Hdac2 dans les CEI. En effet, les voies 
biologiques les plus réprimées sont reliées à l’activation du système immunitaire. 
Contrairement à ces souris, les souris sans Hdac1 dans les CEI réagissent au traitement 
par le DSS de façon similaire aux souris contrôle.  
 
La diminution d’expression de Hdac1 par shARN dans les cellules de crypte de 
rat IEC-6 entraîne une réduction de la prolifération cellulaire et une altération de la 
réponse inflammatoire à la cytokine IL1β par rapport à des cellules contrôle. Nous 
avons observé notamment un prolongement de la durée de la phosphorylation nucléaire 
de la protéine NF-κB p65, et des variations gène-spécifiques (Ccl2, CxCl2)suite à 
l’induction par l’IL1β, comme l'augmentation des niveaux de base et induits de certains 
gènes, l'augmentation des niveaux induits suite à la stimulation ou encore une 
diminution des niveaux de base (Gonneaud et al., 2014). Les mesures de cytokines et de 
chimiokines sécrétées ont confirmé que HDAC1 joue des rôles à la fois comme 
répresseur et activateur de la signalisation par IL1β, en partie en diminuant le 
recrutement de l’ARN polymérase II aux promoteurs de gènes montrant une réduction 
des niveaux de base, comme Ccl2 (Gonneaud et al., 2014). Les différences de 
sensibilité des CEI à l’absence de Hdac1 in vivo et in cellulo laissent suggérer que 
l’environnement de la muqueuse, qui est bien sûr absent dans des cellules en culture, 
pourrait jouer un rôle dans le maintien de l’homéostasie sans Hdac1 in vivo, et qu’une 
analyse plus détaillée des patrons d’expression dans les CEI sans Hdac1 in vivo serait 
nécessaire. 
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1.3.3. HDAC1 et HDAC2 peuvent modifier le fonctionnement de l’épithélium en 
dérégularisant les voies métaboliques  
Un autre point important associé aux HDAC est le métabolisme qui en plus de 
fournir l’énergie vitale aux cellules, produit l’acétyl-CoA, le substrat nécessaire à 
l’acétylation des histones, et qui participe à la régulation de l’expression des gènes. Des 
études protéomiques de type SILAC ont démontré que les cellules IEC-6 sans Hdac1 
présentaient des altérations des voies métaboliques au niveau des voies de dégradation 
(catabolisme) et quelques processus de synthèse, comme une diminution des voies de 
synthèse protéique EIF2 et mTOR (Gonneaud et al., 2015). La perte de Hdac1 conduit 
à des réponses cellulaires altérées face au stress oxydatif, corrélant avec des 
augmentations des niveaux basaux et induits de phosphorylation de l'AMPK, un senseur 
de besoins énergétiques (Hardie, 2011), et la diminution de la production d'ATP. Une 
augmentation de la biogenèse mitochondriale est également observée. Ainsi, HDAC1 
pourrait contrôler le métabolisme des CEI en rendant disponibles les groupes acétyle 
(Gonneaud et al., 2015). Il est donc possible que l’absence de Hdac1 ou Hdac2 dans les 
CEI in vivo pourrait altérer l’expression de gènes ou de protéines associés au 
métabolisme. 
 
L’ensemble des modèles que nous avons développés nous ont permis 
d’identifier partiellement certaines voies et certains groupes de gènes modulés par 
HDAC1 et HDAC2 dans les CEI, mais ne nous permettent pas de répondre à une 
question fondamentale reliée à l’importance de l’environnement extrinsèque de la 
muqueuse dans nos modèles murins comparativement à l’effet intrinsèque des HDAC 
dans les CEI. De plus, l’utilisation de lignées cellulaires, telles que les IEC-6, ont leurs 
limites. L’utilisation d’autres modèles plus représentatifs de l’épithélium intestinal, tels 
que les modèles d’entéroïdes, serait donc avantageuse. 
 
1.4. Étude des fonctions intrinsèques des CEI par la culture d’entéroïdes 
En 2009, un nouveau modèle de culture de CEI a été développé. Les cellules 
souches épithéliales intestinales exprimant Lgr5+, cultivées dans du Matrigel et dans un 
milieu spécifique de croissance et de différenciation, reconstruisent une structure 
intestinale appelée "mini-intestin" (Sato et al., 2009). Cette structure est composée 
d’une zone cryptale proliférative et d'une zone centrale différenciée entourant une 
lumière et contenant des CEI différenciées, incluant des cellules de Paneth, des cellules 
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à mucus et des entérocytes (Sato et al., 2009). Les cellules de Paneth sont situées entre 
les cellules souches, fournissant ainsi les facteurs nécessaires à la croissance et au 
maintien des cellules souches, comme WNT3, un activateur de la voie proliférative par 
activation de la β-caténine (Sato et al., 2011). Depuis, des avancées considérables ont 
été réalisées dans l’optimisation des conditions de culture permettant ainsi la 
croissance, l'expansion et la différenciation des cellules souches de plusieurs tissus 
différents (Sato et al., 2011, McCracken et al., 2014, Yin et al., 2014, Dye et al., 2015, 
Fatehullah et al., 2016). En effet, des organoïdes ont été mis en culture et entretenus à 
partir de divers tissus, dont l'estomac (Bartfeld et al., 2015), le cerveau (Lancaster et al., 
2013), le poumon (Nadkarni et al., 2016) et le foie (Huch et al., 2013). Un des 
avantages des organoïdes est de mieux refléter les caractéristiques tissulaires dans des 
conditions physiologiques normales, par opposition aux cellules croissant en 2D ou aux 
modèles sphéroïdes en 3D (Clevers, 2016, Dedhia et al., 2016). Contrairement aux 
lignées cellulaires cancéreuses et normales en 2D, les organoïdes conservent toutes les 
caractéristiques spécifiques à la cellule épithéliale originale (van de Wetering et al., 
2015). Ces aspects font de la culture organoïde un modèle attrayant notamment pour la 
médecine personnalisée, car elle permet de tester des traitements existant ou 
expérimentaux sur des échantillons avec des signatures individuelles génomiques 
distinctes (Hynds et Giangreco, 2013, Barker, 2014). Les organoïdes apportent une 
nouvelle dimension dans les analyses avec l’opportunité d’étude des variations de 
l'expression des protéines, par des approches protéomiques utilisant des méthodes de 
spectrométrie de masse (Boj et al., 2015) ou transcriptomique par des analyses RNA-
seq (Drost et al., 2015). Dans mes travaux, je vais complémenter mes différents 
modèles, avec des analyses d’expression spécifique globale dans les CEI isolées de 
souris sans Hdac1 et Hdac2 dans l’épithélium, et avec des modèles d’entéroïdes en 
culture afin d’étudier le rôle intrinsèque des HDAC dans les CEI. 
 
1.5. Hypothèse de recherche 
HDAC1 et HDAC2 sont des désacétylases majeures et ubiquitaires. Plusieurs 
études, dont les nôtres, ont rapporté des fonctions partagées de même que des fonctions 
spécifiques pour HDAC1 et HDAC2. Nous avons déjà montré que la perte de Hdac1 et 
Hdac2 dans l’épithélium intestinal à partir du jour E15 perturbe la différenciation et la 
prolifération des cellules, entraînant une inflammation chronique de la muqueuse et une 
sensibilité accrue à la colite induite par DSS. En revanche, la perte de Hdac2, tout en ne 
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modifiant pas l'homéostasie intestinale, protège contre la colite induite par le DSS. Ces 
résultats suggèrent que HDAC1 et HDAC2 ont des rôles semblables mais aussi 
différents, et que leurs niveaux d’activité peuvent mener à des phénotypes différents. 
De plus, nos résultats ne nous permettent pas de déterminer si les phénotypes observés 
lors des délétions de ces HDAC dans les CEI sont dus à des effets intrinsèque ou à 
l’apport extrinsèque de l’environnement modifié de la muqueuse. Nous soumettons les 
hypothèses que 1) des différences dans les niveaux de HDAC1 et HDAC2, donc dans 
leur activité globale, mènent à des variations dans l’homéostasie intestinale, et que 
HDAC1 et HDAC2 ont des fonctions semblables, complémentaires et différentes; 2) 
des différences intrinsèques aux CEI, et dépendantes de HDAC1 et HDAC2, sont 
responsables des modifications globales de l’environnement de la muqueuse et 3) 
l’environnement de la muqueuse, modifié suite à l’absence de HDAC1 et de HDAC2 
dans les CEI, peut supporter et/ou altérer les CEI. HDAC1 et HDAC2 pourraient donc 
agir à la fois comme senseurs épigénétiques de l’environnement et transmetteurs de 
signaux environnementaux sur l’homéostasie intestinale. 
 
 
Pour répondre à cette hypothèse, je me suis fixé trois objectifs:  
I. Déterminer l’impact phénotypique de différents niveaux d’expression de 
HDAC1 et HDAC2 dans les CEI in vivo (Chapitre I) ; 
II. Identifier les fonctions spécifiquement contrôlées par HDAC1 et 
HDAC2 dans les CEI in vivo, par des approches transcriptomiques et 
protéomiques (Chapitre 2). 
III. Déterminer l’effet intrinsèque de HDAC1 et HDAC2 dans les CEI dans 
un modèle d’entéroïdes en culture par inhibition pharmacologique 
(Chapitre 3) ou génétique (Chapitre 4). 
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Afin de répondre à ces objectifs, j’ai suivi l’organigramme ci-après: 
 
 
  
2. CHAPITRE 1 
 
Avant-propos: 
Titre: Distinct roles for Intestinal Epithelial Cell-Specific Hdac1 and Hdac2 in the 
Regulation of Murine Intestinal Homeostasis 
 
Auteurs: Alexis Gonneaud ¶, Naomie Turgeon ¶, François Boudreau, Nathalie 
Perreault, Nathalie Rivard et Claude Asselin  
 
¶ Co-premier auteur 
 
Statut de l’article: publié 
 
Journal: Journal of Cellular Physiology, Volume 231, Issue 2, Page 436-48, 2016 
 
Contribution d’Alexis Gonneaud: 50% 
  J’ai participé à l’écriture du manuscrit (introduction, matériels et méthodes, 
résultats et discussion) et à la production des figures 7, 8, S4, S5, S7, S8, S9. 
 
Résumé de l’article: 
 
L'épithélium intestinal répond et transmet les signaux du microbiote et du 
système immunitaire de la muqueuse intestinale pour assurer l'homéostasie. Ces 
interactions sont en partie transmises par des modifications épigénétiques, qui 
répondent à des changements environnementaux. L'acétylation des protéines est un 
signal épigénétique régularisé par les histone désacétylases comme HDAC1 et HDAC2. 
Nous avons déjà démontré que la délétion spécifique de Hdac1 et Hdac2 dans les CEI 
perturbent l'homéostasie intestinale. Pour déterminer le rôle de HDAC1 et HDAC2 dans 
la régulation de la fonction des CEI et l'établissement du phénotype double mutant, 
nous avons généré des modèles murins Villine-Cre exprimant un allèle de Hdac1 sans 
Hdac2 ou un allèle de Hdac2 sans Hdac1. Nous avons également étudié l'effet de la 
suppression à court terme de ces deux gènes chez les souris Ah-Cre inductibles par le β-
naphtoflavone et les souris Villine-CreER inductibles par le tamoxifène. Les souris avec 
un seul allèle de Hdac1 présentaient une architecture tissulaire normale, mais une 
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sensibilité accrue à la colite induite par le DSS. En revanche, les souris avec un seul 
allèle de Hdac2 présentaient des défauts d'architecture intestinale, une prolifération des 
CEI accrue, une diminution du nombre de cellules à mucus par opposition aux cellules 
de Paneth, une augmentation de l'infiltration de cellules immunitaires associées à la 
fibrose et une sensibilité accrue à la colite induite par le DSS. Par rapport aux souris 
doubles mutantes, nous avons observé une activation intermédiaire des voies de 
signalisation Notch, mTOR et STAT3. Alors que les délétions de Hdac1 et Hdac2 dans 
le modèle Villine-CreER ont entraîné une détérioration de l'épithélium et des défauts de 
différenciation, la délétion médiée par le modèle Ah-Cre a entraîné une diminution de 
la prolifération dans les cryptes associée à l'induction d'une réponse aux dommages à 
l'ADN. Nos résultats suggèrent que la détermination des CEI et l'homéostasie 
intestinale dépendent fortement des niveaux d'activité de HDAC1 et de HDAC2 et que 
les changements dans l'acétylome de la CEI peuvent modifier l'environnement et la 
muqueuse. 
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Abstract 
The intestinal epithelium responds to and transmits signals from the microbiota 
and the mucosal immune system to insure intestinal homeostasis. These interactions are 
in part conveyed by epigenetic modifications, which respond to environmental changes. 
Protein acetylation is an epigenetic signal regulated by histone deacetylases, including 
Hdac1 and Hdac2. We have previously shown that villin-Cre-inducible intestinal 
epithelial cell (IEC)-specific Hdac1 and Hdac2 deletions disturb intestinal homeostasis. 
To determine the role of Hdac1 and Hdac2 in the regulation of IEC function and the 
establishment of the dual knockout phenotype, we have generated villin-Cre murine 
models expressing one Hdac1 allele without Hdac2, or one Hdac2 allele without 
Hdac1. We have also investigated the effect of short-term deletion of both genes in 
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naphtoflavone-inducible Ah-Cre and tamoxifen-inducible villin-CreER mice. Mice with 
one Hdac1 allele displayed normal tissue architecture, but increased sensitivity to DSS-
induced colitis. In contrast, mice with one Hdac2 allele displayed intestinal architecture 
defects, increased proliferation, decreased goblet cell numbers as opposed to Paneth 
cells, increased immune cell infiltration associated with fibrosis, and increased 
sensitivity to DSS-induced colitis. In comparison to dual knockout mice, intermediary 
activation of Notch, mTOR and Stat3 signaling pathways was observed. While villin-
CreER Hdac1 and Hdac2 deletions led to an impaired epithelium and differentiation 
defects, Ah-Cre-mediated deletion resulted in blunted proliferation associated with the 
induction of a DNA damage response. Our results suggest that IEC determination and 
intestinal homeostasis are highly dependent on Hdac1 and Hdac2 activity levels, and 
that changes in the IEC acetylome may alter the mucosal environment. 
 
Introduction 
The small intestine and the colon are covered by a layer of epithelial cells (IEC) 
which play key roles in intestinal homeostasis as transmitters, sensors and responders of 
environmental and mucosal immune signals (Asselin et Gendron, 2014). IEC lineages, 
including absorptive enterocytes, and secretory goblet, Paneth and enteroendocrine 
cells, derive from proliferating progenitor cells which themselves, emerge from crypt 
stem cells (Tetteh et al., 2015). IEC maintenance, proliferation, and differentiation are 
regulated by many signal transduction pathways. For example, Notch signalling 
sustains stem cell generation and survival, and favors enterocyte differentiation, as 
opposed to secretory lineage commitment (Noah et Shroyer, 2013, Sancho et al., 2015). 
The intestinal epithelium forms a physical barrier through tight junctions which keeps 
the luminal content at bay, and regulates intestinal permeability (Peterson et Artis, 
2014). Specialized secretory cells form a chemical barrier as well. For example, goblet 
cells secrete mucins which cover the intestinal epithelium, produce antimicrobial 
proteins and prevent bacterial invasion (Johansson et al., 2013). Paneth cells secrete 
antimicrobial proteins (Clevers et Bevins, 2013). By interacting with the luminal 
content, IEC participate in the initiation, maintenance and prevention of mucosal 
inflammation, in collaboration with other mucosal cells. Thus, intestinal homeostasis is 
insured by a reciprocal interaction between the intestinal mucosal system, including 
IEC, and the luminal environment, including diet-derived products, bacterial products 
and bacteria (Asselin et Gendron, 2014). However, modifications, either in the 
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environment or in the mucosal immune system, may alter homeostasis, leading to 
defects of intestinal inflammatory responses, among others (Khor et al., 2011, Maloy et 
Powrie, 2011). 
In recent years, epigenetic signals regulated by histone deacetylases (HDAC) 
have been implicated as important sensors of environmental changes (Alenghat et Artis, 
2014, Asselin et Gendron, 2014). HDAC are enzymes that catalyse acetyl group 
removal from lysines on histones and non-histone proteins. Histone acetylation alters 
histone interactions with DNA or creates a mark recognized by bromodomain-
containing transcriptional regulators (Filippakopoulos et Knapp, 2014). Acetylation 
alters DNA-protein and protein-protein interactions, as well as protein stability and 
localization of non-histone proteins (Choudhary et al., 2014). Endogenous cellular 
metabolites, such as β-hydroxybutyrate (Shimazu et al., 2013, Newman et Verdin, 
2014), or bacterially-derived metabolites, such as butyrate (Delcuve et al., 2012), act as 
HDAC inhibitors, thus regulating cellular acetylation levels. Of the 18 HDAC known, 
Hdac1 and Hdac2 are highly homologous nuclear class I deacetylases, with zinc-
dependent activity (Kelly et Cowley, 2013). Hdac1 and Hdac2 are both catalytic 
subunits of multiprotein complexes such as Sin3A, CoREST and NuRD (Laugesen et 
Helin, 2014). Hdac1 and Hdac2 not only regulate transcription, but also DNA 
replication and repair (Moser et al., 2014) (Noah et Shroyer, 2013).  
The role of Hdac1 and Hdac2 has been assessed in murine models. While global 
Hdac1 deletion results in embryonic death associated with reduced proliferation 
(Lagger et al., 2002), Hdac2 deletion leads to perinatal death from heart malformations 
(Montgomery et al., 2007). Tissue-specific deficiencies of Hdac1 or Hdac2 lead to 
subtle phenotypic differences, in contrast to double gene deletion. Indeed, conditional 
deletion of both Hdac1 and Hdac2 in the epidermis is needed to impair epidermal 
proliferation and differentiation (LeBoeuf et al., 2010). Likewise, deletion of both 
genes in B cells is needed to hinder B cell differentiation (Yamaguchi et al., 2010). 
Recently, Hdac1 and Hdac2 gene-dosage dependence has been revealed in mouse 
models expressing only one allele of one gene in the absence of both alleles of the 
other. For example, brain development was altered in mice with one allele of Hdac1 in 
neural cells, in contrast to mice with one Hdac2 allele (Hagelkruys et al., 2014). Mice 
with one allele of Hdac2 in epidermal cells displayed impaired epidermal 
differentiation, in contrast to mice with one Hdac1 allele (Winter et al., 2013). Thus, 
mouse knockout studies suggest that Hdac1 and Hdac2 have both tissue-dependent 
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conserved as well as specific roles, and that tissue homeostasis is highly dependent on 
regulated levels of Hdac1 and Hdac2 activity. 
In order to determine the role of Hdac1 and Hdac2 in the intestinal epithelium, 
we have previously generated IEC-specific villin-Cre murine models to delete both 
Hdac1 and Hdac2. These mice displayed intestinal defects, including altered IEC 
proliferation and differentiation (Turgeon et al., 2013). However, gene deletion was not 
complete, as heterogeneous expression of HDAC was observed. To uncover the specific 
roles of Hdac1 and Hdac2, we have produced villin-Cre models expressing only one 
allele of Hdac1, or one allele of Hdac2, and compared the phenotype to the one of dual 
knockout mice. We also verified the impact of short-term Hdac1 and Hdac2 deletion in 
adult mice, by using the napthflavone-inducible Ah-Cre model and the tamoxifen-
inducible villin-CreER model. Our results show that intestinal homeostasis is exquisitely 
sensitive to Hdac2 gene expression levels, as shown by the altered intestinal phenotype 
observed in mice with one IEC-specific Hdac2 allele, in contrast to mice with one allele 
of Hdac1. We also show that DNA damage response and proliferation decreases are 
revealed after short-term deletion of both Hdac1 and Hdac2 in naphtoflavone-inducible 
Ah-Cre mice, as opposed to tamoxifen-inducible villin-CreER mice. These results 
suggest that Hdac1 and Hdac2 play specific roles in intestinal homeostasis, according to 
the mucosal environment. IEC determination and intestinal homeostasis are highly 
dependent on Hdac1 and Hdac2 activity levels. Changes in the IEC acetylome may alter 
the mucosal environment. 
 
Materials and Methods 
Villin-Cre mice 
Conditional Hdac1 and Hdac2 floxed mice (Montgomery et al., 2007) were 
crossed with villin-Cre transgenic mice (Madison et al., 2002) to obtain mice with IEC-
specific deletion of both Hdac1 and Hdac2 (Hdac1-/-Hdac2-/-) (Turgeon et al., 2013), of 
Hdac1 (Hdac1-/-), of one Hdac1 allele without Hdac2 (Hdac1+/-Hdac2-/-) and one 
Hdac2 allele without Hdac1 (Hdac2+/-Hdac1-/-), in a mixed C57BL/6J X 129SV X CD1 
genetic background. Mouse genotypes were determined from genomic DNA isolated 
with the Spin Doctor genomic DNA kit (Gerard Biotech, Oxford, OH), as described by 
Montgomery et al. (2007). Normal diet-fed mice were maintained in a pathogen free 
facility tested negative for Helicobacter, Pasteurella and murine norovirus. One-month-
old or three- to four-month-old mice were used for the different experiments. Animal 
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investigations were authorized by the Institutional Animal Research Review Committee 
of the Université de Sherbrooke (protocol 360-14B). 
Inducible murine knockout models 
Conditional Hdac1 and Hdac2 floxed mice (Montgomery et al., 2007) were 
crossed with Ah-Cre transgenic mice (Ireland et al., 2004). These mice express a Cre 
recombinase under the control of the cytochrome P450 promoter regulated by the Ah 
receptor, in response to xenobiotics (Labrecque et al., 2013). Two- to three-month-old 
mice were injected intraperitoneally with 80 mg/kg β-naphtoflavone suspended in corn 
oil, for four consecutive days. Mice were then killed on day 7 or 8 after the initial 
injection. Conditional Hdac1 and Hdac2 floxed mice were also crossed with villin-
CreER transgenic mice, which are inducible by tamoxifen (el Marjou et al., 2004). Two- 
to three-month-old mice were injected intraperitoneally with 1 mg tamoxifen suspended 
in ethanol and corn oil, for five consecutive days (Feil et al., 2009). Mice were killed on 
the sixth day. 
Electron microscopy 
Jejunal segments from Hdac1-/-Hdac2-/-, Hdac1+/-Hdac2-/-, Hdac1-/-Hdac2+/- and 
control mice were prepared for ultramicrotome-prepared thin sectioning, and were 
observed on a Jeol 100 CX transmission electron microscope, as previously described 
(Boudreau et al., 2007). 
Histological analysis, immunofluorescence and immunocytochemistry 
Jejunal, colonic and gastric tissues were fixed in 4% paraformaldehyde before 
enclosing in paraffin (Turgeon et al., 2013, Turgeon et al., 2014). 5 µm sections were 
stained with hematoxylin and eosin for histological analysis, with Alcian blue or 
Periodic Acid Schiff for goblet cell mucins, with Best’s Carmine for Paneth cells, with 
Naphtol-AS-D chloroacetate (Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada) for granulocyte 
esterase activity, or with Masson’s trichrome reagent for collagen. For 
immunofluorescence experiments, sections were rehydrated with graded ethanol series 
containing 100, 95, 80 and 70% xylene, and then boiled for 6 min in 10 mM citric acid. 
After blocking in a PBS solution supplemented with 0.1% BSA and 0.2% Triton for 45 
min, sections were incubated with the following antibodies: goat anti-sucrase 
isomaltase and goat anti-lysozyme (1:250, Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, 
CA, USA), mouse anti-PCNA as a proliferation marker (1:200, Santa Cruz 
Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA), rabbit anti-γ-H2AX (1:500, Santa Cruz 
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Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA), rabbit anti-proton transporter (1:500, MBL 
International, Woburn, MA, USA), rabbit anti-HDAC1 and rabbit anti-HDAC2 (1:600, 
Abcam Inc., Toronto, ON, Canada). Primary antibodies were recognized with 
secondary Alexa Fluor 568 goat anti-rabbit IgG (H + L), 555 donkey anti-goat IgG (H + 
L) or 488 goat anti-mouse IgG (H + L) (Life Technologies Inc, Burlington, ON, 
Canada) by incubating for 2 h at room temperature. Immunocytochemistry was done 
with primary rabbit anti-CD3 for T cell staining (1:200, Dako Canada Inc., Burlington, 
ON, Canada), followed by labelling with EnVision+System-HRP (Dako Canada Inc., 
Burlington, ON, Canada). Additional information about the antibodies used is included 
in Supplementary Table 1. 
In vivo migration assay 
10 ml/kg of bromodeoxyuridine (BrdU, Life Technologies, Burlington, ON, 
Canada) were injected intraperitoneally for 48 h, to assess IEC jejunal migration. 
Immunofluorescence staining of intestinal sections was done as described before, with a 
1:50 dilution of a mouse antibody against BrdU (AB BMC 9318, Roche Diagnostics, 
Mississauga, ON, Canada) incubated 45 min at 37oC (Turgeon et al., 2013). A 
migration index was established by measuring the average distance between migrating 
cells and the crypt and by comparing this value with the total length of the crypt-villus 
axis. Additional information about the BrdU antibody is included in Supplementary 
Table 1. 
In vivo permeability assay 
Intestinal permeability was determined after giving 60 mg/100 g body weight of 
4-kDa Fluorescein Isothiocyanate (FITC)-labeled dextran (Sigma-Aldrich, Oakville, 
ON, Canada) by gavage. After 3 h, mice were killed, and FITC serum concentrations 
from recovered blood were determined with a RF-5301 PC spectrofluorophotometer 
(490/525 nm) (Shimadzu Scientific Instruments, Columbia, MD, USA), as we have 
done before (Turgeon et al., 2013, Turgeon et al., 2014). 
Western blot analysis 
Control and conditionally mutated murine colons were recovered (Tissuelyser, 
Qiagen, Montreal, QC, Canada) in a buffer containing 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 15 mM 
NaCl, 1% Triton X-100, 5 mM EDTA, 5% glycerol, 40 mM β-glycerophosphate 
supplemented with protease inhibitors, 50 mM NaF and 200 mM Na3VO4. Protein 
concentrations were measured by the Bradford method (Bio-Rad Protein Assay, Bio-
Rad Laboratories, Mississauga, ON, Canada). 30 µg of total protein extracts were 
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loaded on 10% or a 15% SDS-polyacrylamide gels and electroblotted on a PVDF 
membrane (Roche Molecular Biochemicals, Laval, QC, Canada). Membranes were 
incubated for 1 h at ambient temperature or overnight at 4oC, with the following 
primary antibodies: mouse anti-actin (Millipore, Billerica, MA, USA); rabbit anti-
phosphoS6 ribosomal protein, rabbit anti-phosphoStat3 and rabbit anti-Stat3, rabbit 
anti-cleaved Notch1 (New England Biolabs, Mississauga, ON, Canada); rabbit anti-
claudin 3 (Life Technologies, Burlington, ON, Canada). Additional information about 
the antibodies used is included in Supplementary Table 1. 
DSS colitis model 
Colitis was induced in three- to four-month-old wild-type and conditionally 
mutated mice by adding 3.5% dextran sulfate sodium (DSS) (MW 40-50 kD) to the 
drinking water for five days ad libitum. Colitis intensity was monitored clinically with a 
Disease Activity Index based on body weight, colon length, stool consistency and the 
presence of fecal blood (Cooper et al., 1993).  
Statistical analysis 
Statistical analyses were calculated with the Student t-test with the non-
parametric Mann-Whitney U test or with one-way ANOVA with Holm-Sidak test for 
multiple comparisons (GraphPad Prism 5 software, Irvine, CA, USA). Differences were 
considered significant at * p≤0.05, ** p≤0.01, *** p≤0.005 or **** p≤0.001. P values 
between 0.05 and 0.1 are indicated. Error bars indicate the SEM. The criterion to reject 
outlier points was if their values were greater than four standard deviations than the 
mean of the remaining points of their group.  
 
Results 
In a previous study, we have observed that specific IEC deletion of Hdac1 and 
Hdac2 led to homeostatic defects including tissue architecture abnormalities, Paneth 
and goblet cell deficiencies and chronic intestinal inflammation (Turgeon et al., 2013). 
These mice showed patchy Hdac expression, suggesting that some levels of HDAC 
activity are needed to insure intestinal development. In addition, while IEC-specific 
Hdac2 deletion in mice did not alter intestinal architecture, Hdac2 IEC-depleted mutant 
mice displayed decreased sensitivity to dextran sulfate (DSS)-induced colitis, 
correlating with select variations of gene expression in IEC-specific Hdac2-depleted 
mice (Turgeon et al., 2014). However, IEC-specific Hdac1-depleted mice did not alter 
intestinal homeostasis. Indeed, in comparison to control mice, there was no change in 
53 
 
 
mutant Hdac1-/- mice weight (Suppl. Fig. 1A), colon and small intestine length and 
weight (Suppl. Fig. 1B-C), villus and crypt length (Suppl. Fig. 1D), proximal and distal 
colon crypt length (Suppl. Fig. 1E) and numbers of goblet and Paneth cells (Suppl. Fig. 
1F-G). 
 
Figure 6 Supplementary Figure 1. Conditional intestinal epithelial Hdac1 deletion 
does not alter significantly intestinal homeostasis. Body weight (A, n= 20-30), colon 
and small intestine length (B, n= 26-28) and weight (C, n= 26-28), jejunal villus and 
crypt length (D, n= 3-4), proximal and distal colon length (E, n= 4), goblet cell (F, n= 
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2) and Paneth cell numbers, as assessed by granule numbers per crypt (G, n= 2), of 
villin-Cre conditional intestinal epithelial Hdac1-deficient mice, in comparison to 
control (Ctrl) mice, were measured. The histograms show the means ± SEM (Student’s 
t-test, *p≤ 0.05). 
 
Hdac1-/- mutant jejunum and colon did not display intestinal architecture 
defects, as assessed by hematoxylin and eosin staining (Suppl. Fig. 2A-B). In contrast 
to IEC-specific Hdac2-depleted mice, IEC-specific Hdac1 knockout mice were as 
sensitive as wild-type mice to DSS-induced colitis, as determined by the Disease 
Activity Index (DAI) based on body weight, colon length, stool consistency and the 
presence of fecal blood (Suppl. Fig. 2C).  
 
Figure 7 Supplementary Figure 2. Conditional intestinal epithelial Hdac1 deletion 
does not alter significantly intestinal homeostasis. Tissue sections from 
representative control (Ctrl) and villin-Cre conditional intestinal epithelial Hdac1-/- 
jejunum (A), proximal (upper panel) and distal (lower panel) colon (B) were stained 
with hematoxylin and eosin. C. The Disease Activity Index (DAI) of control (Ctrl) and 
IEC-specific Hdac1-deficient mice, treated without or with DSS for seven days, was 
measured (n= 22-29). The histograms show the means ± SEM (Student’s t-test, *p≤ 
0.05). 
 
55 
 
 
Hdac1-/-Hdac2+/- and Hdac1-/-Hdac2-/- mutant mice display intestinal ultrastructural 
defects 
These data suggested that Hdac1 and Hdac2 play convergent as well as 
divergent roles in the control of intestinal homeostasis. However, the relative 
importance of Hdac1 in relation to Hdac2 in the regulation of intestinal homeostasis 
remained to be determined. We thus hypothesized that additional reduction of Hdac1 
and/or Hdac2 expressions could reveal the disturbed homeostatic phenotype observed 
in mice deleted for both Hdac1 and Hdac2 in the intestinal epithelium, and that those 
different thresholds could lead to different homeostatic responses. To answer this, we 
first generated IEC-specific murine models expressing one allele of Hdac1 in an Hdac2 
double knockout background (Hdac1+/-Hdac2-/-), or one allele of Hdac2 in an Hdac1 
double knockout background (Hdac1-/-Hdac2+/-). We compared mouse phenotypes to 
control as well as to dual Hdac1 and Hdac2 knockout mice (Hdac1-/-Hdac2-/-). 
Thirty-day-old Hdac1-/-Hdac2+/- and Hdac1+/-Hdac2-/- IEC-deficient mice did 
not display decreased body weight nor increased small intestine length, as opposed to 
Hdac1-/-Hdac2-/- mice (Suppl. Fig. 3A-B). However, colon and small intestine weight 
was increased in dual knockout mice and in mice with one allele of Hdac2, in contrast 
to mice with one allele of Hdac1 (Suppl. Fig. 3C).  
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Figure 8 Supplementary Figure 3. Mice with one allele of IEC Hdac2 display 
increased colon and small intestine length. A. Thirty-day-old control (Ctrl) (n= 23, 
16), dual Hdac1-/-Hdac2-/- (n= 18, 18), Hdac1+/-Hdac2-/- (n= 15, 12) and Hdac1-/-
Hdac2+/- (n= 13, 15) male and female mice were weighed. B. Small intestine length of 
three-month-old control (Ctrl) (n= 17), dual Hdac1-/-Hdac2-/- (n= 16), Hdac1+/-Hdac2-/- 
(n= 11) and Hdac1-/-Hdac2+/- (n= 16) mutant mice was measured. C. Colon and small 
intestine weight of three-month-old control (Ctrl) (n= 17, 15), dual Hdac1-/-Hdac2-/- (n= 
16, 16), Hdac1+/-Hdac2-/- (n= 11, 17) and Hdac1-/-Hdac2+/- (n= 16, 16) mutant mice was 
measured. Results represent the means ± SEM (*p≤0.05; ** p≤0.01; *** p≤0.005; **** 
p≤0.001). 
 
Control mice and mice with only one Hdac1 allele in the epithelium showed 
well marked and basally ordered nuclei in the jejunal and colonic epithelia, as 
determined by hematoxylin and eosin staining (Fig. 1A, B). In contrast, altered staining 
and localization of IEC nuclei and presence of disordered cells with apparent loss of 
polarity were observed in jejunal sections of mice with one allele of Hdac2 and in dual 
knockout mice (Fig. 1A). The same defects were observed in colonic sections of both 
Hdac1-/-Hdac2-/- and Hdac1-/-Hdac2+/- IEC-specific mutant mice (Fig. 1B). Thus, in 
contrast to Hdac1-/-Hdac2-/- and Hdac1-/-Hdac2+/- mutant mice, Hdac1+/-Hdac2-/- 
58 
 
 
mutant jejunum and colon did not display apparent modifications of tissue and cell 
architecture, as in wild-type murine jejunum and colon. 
 
 
Figure 9 Figure 1. One allele of IEC-specific Hdac2 is insufficient to maintain 
normal intestinal architecture. Three-month-old control (Ctrl), Hdac1-/-Hdac2-/-, 
Hdac1+/-Hdac2-/- and Hdac1-/-Hdac2+/- jejunal (A) and colonic (B) tissue sections were 
stained with hematoxylin and eosin. Magnification of representative tissue sections: 20 
X. 
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Based on these data, we then analysed Hdac1-/-Hdac2-/- and Hdac1-/-Hdac2+/- 
IEC ultrastructure by electron microscopy. Dual Hdac1-/-Hdac2-/- mutant jejunal cells 
(Suppl. Fig. 4A) were characterized by shorter and larger villosities, as opposed to 
control (Suppl. Fig. S4B) and Hdac1+/-Hdac2-/- mutant jejunal cells (data not shown). In 
addition, Hdac1-/-Hdac2-/- jejunal cells featured increased presence of vacuoles and 
lysosome-like structures (Suppl. Fig. 4A-C), in comparison to control cells (Suppl. Fig. 
4B), as well as increased numbers of mitochondria (Suppl. Fig. 4D) and endoplasmic 
reticulum (Suppl. Fig. 4E). 
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Figure 10 Supplementary Figure 4. Microscopic analysis of dual Hdac1-/-Hdac2-/- 
jejunal cells. Representative micrographs of Hdac1-/-Hdac2-/- jejunal cells (A, C, D, E) 
and control jejunal cells (B) are shown. The scale bar indicates the relative size.  
 Electron microscopy analysis confirmed the reduction in the number of Paneth 
and goblet cells (Turgeon et al., 2013). The occasional goblet and Paneth cells that we 
observed presented a normal ultrastructural appearance. Jejunal cells from mice with 
one epithelial allele of Hdac2 (Hdac1-/-Hdac2+/-) displayed typical villus length and 
width (compare Suppl. Fig. 5A vs 4B) and normal Paneth cell architecture with 
granules (Suppl. Fig. 5B), as well as increased numbers of mitochondria and lysosome-
like structures were observed (Suppl. Fig. 5C-D). In addition, electron microscopy 
analysis showed a decrease in goblet cell numbers as opposed to Paneth cell numbers. 
Thus, in contrast to mice with one allele of Hdac1, mice with one allele of Hdac2 
displayed intermediate IEC ultrastructural defects in comparison to dual Hdac1-/-Hdac2-
/- mice. 
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Figure 11 Supplementary Figure 5. Microscopic analysis of dual Hdac1-/-Hdac2+/- 
jejunal cells. Representative micrographs of Hdac1-/-Hdac2+/- jejunal cells (A, B, C, D) 
are shown. The scale bar indicates the relative size.  
 
One allele of IEC-specific Hdac2 is insufficient to maintain proper intestinal 
homeostasis 
To determine the state of proliferation, we stained jejunal tissue sections with an 
antibody against PCNA. Proliferation was significantly increased in jejunal segments of 
dual Hdac1 and Hdac2 knockout mice and in mice with one allele of Hdac2 (p=0.052), 
but not Hdac1 (p= 0.895) (Fig. 2A, B). To assess cell migration in the jejunum, we 
injected mice with BrdU for 48 h, and stained jejunal sections with an antibody against 
incorporated BrdU. Hdac1+/-Hdac2-/- and Hdac1-/-Hdac2+/- IEC-specific mice did not 
show significant increases in migration rate (p=0.11; p=0.099), as opposed to dual 
knockout mice (Fig. 2C, D).  
 
Figure 12 Figure 2. IEC proliferation and migration are differently regulated in 
mice with one allele of Hdac1 or Hdac2. Jejunal tissue sections from three-month-old 
control, Hdac1-/-Hdac2-/-, Hdac1+/-Hdac2-/- and Hdac1-/-Hdac2+/- IEC-specific mutant 
mice were stained with an antibody against PCNA (A). Jejunal PCNA-labeled cells 
were counted to assess proliferation (n= 4-6, 20 to 30 crypts or glands each) (B). C. 
BrdU-labeled jejunal sections were stained with an antibody against BrdU in order to 
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measure the migration distance (n= 2-4, 20 to 40 villi each) (D). Results are expressed 
as the means ± SEM (one-way Anova test, *p≤0.05; ** p≤0.01). Magnification of 
representative tissue sections: 20 X. 
 
We then verified whether mice with single Hdac1 or Hdac2 alleles displayed 
determination defects. Alcian blue staining showed decreased goblet cell numbers in 
the jejunum (Fig. 3A, B) and proximal colon (Fig. 3C, D) of dual knockout mice and of 
mice with one allele of Hdac2, in contrast to control mice and mice with one allele of 
Hdac1. 
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Figure 13 Figure 3. One allele of IEC-specific Hdac2 is insufficient to maintain 
proper goblet cell determination. Jejunal (A), proximal and distal colonic (C) tissue 
sections from three-month-old control, Hdac1-/-Hdac2-/-, Hdac1+/-Hdac2-/- and Hdac1-/-
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Hdac2+/- IEC-specific mutant mice were stained with Alcian blue. The number of 
Alcian blue-stained cells in jejunal villi (B) or in proximal and distal colonic glands (D) 
were counted (n= 3-5). Results are expressed as the means ± SEM (one-way Anova 
test, *p≤0.05; ** p≤0.01; *** p≤0.005; **** p≤0.001). Magnification of representative 
tissue sections: 20 X. 
 
Paneth cell numbers were maintained in mutant murine jejunum with one allele 
of Hdac1 or Hdac2, in contrary to a decrease in dual knockout mice, as assessed by 
staining of Paneth cells with Best Carmine (Fig. 4A) or with an antibody against the 
Paneth cell marker lysozyme (Fig. 4D). This was confirmed by a specific reduction in 
the number of crypts with granules (Fig. 4B) and the number of granules per crypts 
(Fig. 4C) only in dual knockout mouse jejunum. Thus, one allele of Hdac2 was not 
sufficient to maintain goblet cell determination, as opposed to Paneth cell 
determination, while one allele of Hdac1 maintained proper secretory IEC 
determination. Intriguingly, stochastic apical expression of sucrase-isomaltase, an 
enterocyte protein exclusively expressed in the small intestine, was observed not only in 
murine colons of dual knockout and Hdac1-/-Hdac2+/- mice, but also in Hdac1+/-Hdac2-/- 
mutant mice, as assessed by immunofluorescence (Fig. 4E, arrows). We then verified 
the expression of cleaved Notch, which regulates negatively secretory cell 
determination and positively enterocyte differentiation (Noah et Shroyer, 2013, Sancho 
et al., 2015), and of phosphorylated S6 protein, a marker of mTOR signalling pathway 
activity (Laplante et Sabatini, 2012), by Western blot analysis of mutant colonic tissue 
extracts. Mutant colonic tissue extracts displayed different levels of cleaved Notch and 
phosphorylated S6, with higher expression in dual knockout mice, intermediate 
expression in Hdac1-/-Hdac2+/- mice and lower expression in Hdac1+/-Hdac2-/- mutant 
mice (Fig. 4F, G). Thus, different thresholds of Hdac activity may lead to different 
levels of Notch activation, resulting in specific secretory cell phenotypes. 
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Figure 14 Figure 4. One allele of IEC-specific Hdac2 or Hdac1 is sufficient to 
maintain proper Paneth cell determination. Jejunal tissue sections from three-month-
old control, Hdac1-/-Hdac2-/-, Hdac1+/-Hdac2-/- and Hdac1-/-Hdac2+/- IEC-specific 
mutant mice were stained with Best Carmine (A) or with an antibody against lysozyme 
(D). The number of crypts with granules (B) or the number of granules per crypts (C) 
were counted (n= 3-5, 40 crypts each). Results are expressed as the means ± SEM (one-
way Anova test, *p≤0.05; **** p≤0.001). Magnification of representative tissue 
sections: 40 X. E. Colonic tissue sections from three-month-old control, Hdac1-/-Hdac2-
/-, Hdac1+/-Hdac2-/- and Hdac1-/-Hdac2+/- IEC-specific mutant mice were stained with 
an antibody against sucrase-isomaltase. Magnification of representative tissue sections: 
40 X. F, G. Total colonic protein extracts were separated on a 10% SDS-PAGE gel and 
transferred to PVDF membranes for Western blot analysis of cleaved Notch (F), 
phosphorylated S6 (G) and actin expression. The histograms represent the ratio of band 
intensities normalized to actin. Quantification of band intensity was done with the 
Image J software. Results are expressed as the means ± SEM (one-way Anova test, 
*p≤0.05; ** p≤0.01; *** p≤0.005; **** p≤0.001). 
 
Hematoxylin and eosin staining suggested increased immune cell recruitment in 
Hdac1-/-Hdac2-/- and Hdac1-/-Hdac2+/- IEC-specific mutant jejunum and colon (Fig. 1). 
Indeed, T cell recruitment was increased in both Hdac1-/-Hdac2-/- and Hdac1-/-Hdac2+/- 
IEC-specific mutant colonic mucosa, as evidenced by CD3 antibody staining (Fig. 5A). 
A trend for increased recruitment of granulocytes, as assessed by staining of esterase-
expressing cells with Naphtol AS-D chloroacetate, was noted as well (Fig. 5B, C). 
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Figure 15 Figure 5. Mice with one allele of IEC-specific Hdac2 exhibit 
increased immune cell recruitment. Colonic tissue sections from three-month-old 
control (Ctrl), Hdac1-/-Hdac2-/-, Hdac1+/-Hdac2-/- and Hdac1-/-Hdac2+/- IEC-specific 
mutant mice were stained with an antibody against CD3 for T cells (A) or subjected to 
Naphtol AS-D chloroacetate-esterase coloration for granulocytes (B). Stained T cells 
and granulocytes are indicated by arrows. C. The number of Naphtol AS-D 
chloroacetate-esterase–stained granulocytes in B were counted (n= 4-7). Magnification 
of representative tissue sections: 20 X 
 
 In addition, some Hdac1-/-Hdac2-/- and Hdac1-/-Hdac2+/- mutant mice displayed 
hardened colons, suggesting intestinal fibrosis. Masson’s trichrome staining revealed 
increased collagen deposits in the colons of dual deficient mice as well as of mice with 
one allele of Hdac2 (Suppl. Fig. 6). 
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Figure 16 Supplementary Figure 6. Mice with one allele of IEC-specific Hdac2 
exhibit increased fibrosis. A, B. Colonic sections from three-month-old control (Ctrl), 
Hdac1-/-Hdac2-/- and Hdac1-/-Hdac2+/- mice were stained with Masson’s trichrome. 
Representative images show different levels of collagen accumulation (A versus B for 
hardened tissue). Magnification: 20 X. 
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 Based on these data, we determined the basal disease activity index (DAI) which 
assesses the level of inflammation, by measuring colon length, stool hardness and the 
presence of fecal blood. Mice with dual IEC-specific Hdac1 and Hdac2 deficiency, and 
mice with one allele of Hdac2 displayed increased DAI (Fig. 6A). Western blot analysis 
showed increased phosphorylation and activation of the inflammatory transcription 
factor Stat3 in both mutants, as opposed to control mice and mice with one allele of 
Hdac1 (Fig. 6B). To determine intestinal permeability, we gavaged mice with 4 kD 
FITC dextran and measured fluorescence intensity in the blood. Intestinal permeability 
was not significantly increased in Hdac1-/-Hdac2+/- and Hdac1+/-Hdac2-/- IEC-specific 
mutated mice, as opposed to the dual knockout (Fig, 6C), even though the expression of 
claudin 3, a component of tight junctions, was reduced in the three mutant backgrounds 
(Fig. 6D). This suggests that mutant mice could be more sensitive to colitis induction. 
Indeed, Hdac1-/-Hdac2-/-, Hdac1+/-Hdac2-/-and Hdac1-/-Hdac2+/- mutant mice were more 
sensitive than control mice to DSS-induced colitis, as determined by decreased body 
weight after treatment with DSS for 5 days, and increased DAI in comparison to control 
mice (Fig. 6E-G). 
71 
 
 
72 
 
 
 
Figure 17 Figure 6. Different basal and DSS-induced responses are observed in 
single Hdac1 and Hdac2 IEC-specific mutant mice. A. The disease activity index 
(DAI), which includes weight, colon length, stool hardness and the presence of fecal 
blood, was measured in three-month-old control (Ctrl) (n= 17), Hdac1-/-Hdac2-/- (n= 
16), Hdac1+/-Hdac2-/- (n= 10) and Hdac1-/-Hdac2+/- (n= 16) IEC-specific mutant mice. 
Results are expressed as the means ± SEM (** p≤0.01). B. Total colonic protein 
extracts were separated on a 10% SDS-PAGE gel and transferred to PVDF membranes 
for Western blot analysis of total and phosphorylated Stat3 expression. The histogram 
represents the ratio of band intensities normalized to total Stat3. Quantification of band 
intensity was done with the Image J software. Results are expressed as the means ± 
SEM (one-way Anova test, *p≤0.05; ** p≤0.01). C. Intestinal permeability was 
determined by measuring fluorescence intensity in blood recovered from three-month-
old control (Ctrl) (n= 11), Hdac1-/-Hdac2-/- (n= 8), Hdac1+/-Hdac2-/- (n= 6) and Hdac1-/-
Hdac2+/- (n= 8) IEC-specific mutant mice gavaged with 4 kD FITC dextran. Results are 
expressed as the means ± SEM (** p≤0.01). D. Total colonic protein extracts separated 
on a SDS-PAGE gel were transferred to PVDF membranes for Western blot analysis of 
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claudin 3 and actin expression. The histogram represents the ratio of band intensities 
normalized to actin. Quantification of band intensity was done with the Image J 
software. Results are expressed as the means ± SEM (one-way Anova test, ** p≤0.01). 
E, F, G. Mice were given DSS in water for five days. Body weight was measured each 
day, and DAI was measured on day 5. Body weight and DAI for Hdac1-/-Hdac2-/- (E), 
Hdac1+/-Hdac2-/- (F) and Hdac1-/-Hdac2+/- (G) mutant mice, in comparison to control 
mice, are indicated. Results are expressed as the means ± SEM (Student’s t test, 
*p≤0.05; ** p≤0.01; *** p≤0.005; **** p≤0.001). 
 
Our data indicate firstly that Hdac1 is a major regulator of intestinal homeostasis 
as one allele of Hdac1 is sufficient to maintain overall intestinal cell proliferation, 
determination and barrier function. However, mice with one allele of Hdac1 display 
some differences that result in increased sensitivity to DSS-induced colitis, suggesting 
that regulation of intestinal homeostasis depends on some thresholds of Hdac1 
expression. Secondly, intestinal homeostasis is acutely sensitive to Hdac2 levels. 
Indeed, different levels of Hdac2, in an Hdac1 deficient background, lead to different 
phenotypes, as observed in dual Hdac1 and Hdac2 knockout mice, in comparison to 
mice with only one allele of Hdac2. This indicates that different levels of Hdac1 or 
Hdac2-dependent deacetylase activities may result in differential effects on intestinal 
homeostasis. Thus, IEC-specific Hdac1 and Hdac2 show redundant and specific effects 
in the regulation of intestinal homeostasis. Different levels of IEC-specific HDAC 
activity and dosage lead to different homeostatic responses. Our results also suggest 
that compensatory mechanisms, initiated in the intestinal mucosa and environment after 
Hdac1 and/or Hdac2 depletion in villin-Cre mice, could explain some of the phenotypes 
observed. To answer this, we thus used adult murine short term deletion models, 
namely the Ah-Cre and the villin-CreER models.  
 
Ah-Cre-mediated deletion of Hdac1 and Hdac2 leads to decreased proliferation and 
increased DNA damage responses in mutant mice, as opposed to villin-CreER mutant 
mice 
Ah-Cre mice were crossed with Hdac1 and Hdac2 floxed mice to obtain dual 
Hdac1 and Hdac2 deletion after treatment of three-month-old mice with β-
naphtoflavone for four days. Mice were killed three days after the last injection. Of five 
mice, one died before the end of the experiment and two were in critical condition. 
74 
 
 
Because of this extreme effect, we did not repeat the experiment. Deletion of both 
Hdac1 and Hdac2 in adult Ah-Cre mice disrupted intestinal architecture, with eroded 
intestinal epithelium, which was more evident in the moribund mice (data not shown). 
We thus analysed the jejunal epithelium of mice with an intermediary phenotype, to 
assess the effect of the deletion on the epithelium (n= 2). The short term deletion led to 
decreased numbers of jejunal crypts which were less defined, and of both goblet and 
Paneth cells (Fig.7A, B). BrdU labelling of crypts was reduced, suggesting cell 
proliferation impairment (Fig. 7C). We hypothesized that Ah-Cre-dependent deletion of 
both Hdac1 and Hdac2 could lead to proliferation inhibition by affecting DNA repair. 
Indeed, Hdac1 and Hdac2 are important regulators of DNA repair in response to DNA 
double-strand breaks (DSB) (Miller et al., 2010). We thus verified the expression of γ-
H2AX, a modified histone induced during DSB repair (Redon et al., 2012). 
Interestingly, extensive γ-H2AX foci appeared in upper crypt and lower villus 
compartments of dual Hdac1 and Hdac2 deficient Ah-Cre knockout mice (Fig. 7D).  
 
Figure 18 Figure 7. Ah-Cre-dependent Hdac1 and Hdac2 deletion in adult mice 
leads to intestinal epithelial erosion and a DNA damage response. Ah-Cre mice with 
Hdac1 and Hdac2 floxed alleles were injected intraperitoneally with β-naphtoflavone 
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for four days. Mice were killed three days after the last injection. Jejunal sections from 
control (Ctrl) and Ah-Cre conditional intestinal epithelial Hdac1-/-Hdac2-/- mice were 
stained with hematoxylin and eosin (H&E) and Periodic Acid Schiff for goblet cell 
identification (A), with DAPI for nuclei labeling and with an antibody against lysozyme 
for Paneth cell identification (B). C. Jejunal sections from control (Ctrl) and Ah-Cre 
conditional intestinal epithelial Hdac1-/-Hdac2-/- mice injected with BrdU were stained 
with DAPI and with an antibody against incorporated BrdU. D. Jejunal sections from 
control (Ctrl) and Ah-Cre conditional intestinal epithelial Hdac1-/-Hdac2-/- mice were 
stained with DAPI and with an antibody against γ-H2AX (n=2). Magnification of 
representative tissue sections: 20 X. 
 
The mutant mice also displayed major gastric defects, with reduced numbers of 
mucus-producing cells, as determined by Periodic Acid Schiff staining, expansion of 
the differentiated zone, as shown by increased numbers of proton pump/H+, K+-ATPase 
α subunit-expressing parietal cells, and decreased numbers of proliferating cells, as 
determined by BrdU labelling (Suppl. Fig. 7). 
 
Figure 19 Supplementary Figure 7. Ah-Cre-dependent Hdac1 and Hdac2 deletion 
in adult mice leads to gastric defects. Ah-Cre mice with Hdac1 and Hdac2 floxed 
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alleles were injected intraperitoneally with β-naphtoflavone for four days. Mice were 
killed three days after the last injection. Gastric antrum sections from control (Ctrl) and 
Ah-Cre conditional intestinal epithelial Hdac1-/-Hdac2-/- mice were stained with 
hematoxylin and eosin (H&E) and Periodic Acid Schiff for goblet cell identification 
(A), with DAPI for nuclei labelling and with an antibody against the proton pump/H+, 
K+-ATPase α subunit, for parietal cell identification (B). C. Gastric antrum sections 
from control (Ctrl) and Ah-Cre conditional intestinal epithelial Hdac1-/-Hdac2-/- mice 
injected with BrdU were stained with DAPI or with an antibody against incorporated 
BrdU (n= 2). Magnification of representative tissue sections: 20 X. 
 
We then used another type of specific gene deletion model, namely the villin-
CreER model. Villin-CreER mice were crossed with Hdac1 and Hdac2 floxed mice to 
obtain dual Hdac1 and Hdac2 deletion after treatment with tamoxifen for five days. 
Mice were killed the day after the last injection. Deletion of both Hdac1 and Hdac2 
disrupted intestinal architecture, with expanded crypts and villus length, as determined 
by hematoxylin and eosin staining, decreased numbers of goblet cells, as assessed by 
Periodic Acid Schiff staining (Fig.8A). In this model, Paneth cell numbers, as assessed 
by staining with an antibody against lysozyme, and IEC proliferation levels, as assessed 
by staining with an antibody against PCNA, were not affected (Fig. 8B). However, 
increased γ-H2AX foci formation was observed in the crypt compartment, but not to the 
same extent as in Ah-Cre mutant mice (Fig. 8C). 
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Figure 20 Figure 8. Villin-CreER-dependent Hdac1 and Hdac2 deletion in adult 
mice leads to intestinal epithelial defects similar to dual villin-Cre-mediated 
knockout mice. Villin-CreER mice with Hdac1 and Hdac2 floxed alleles were injected 
intraperitoneally with tamoxifene for five days. Mice were killed the day after. Jejunal 
sections from control (Ctrl) and villin-CreER conditional intestinal epithelial Hdac1-/-
Hdac2-/- mice were stained with hematoxylin and eosin (H&E) and PAS for goblet cell 
identification (A), with DAPI for nuclei labelling, with an antibody against lysozyme 
for Paneth cell identification and with an antibody against PCNA, to assess proliferation 
(B). C. Jejunal sections from control (Ctrl) and villin-CreER conditional intestinal 
epithelial Hdac1-/-Hdac2-/- mice were stained with DAPI or with an antibody against γ-
H2AX (n= 2). Magnification of representative tissue sections: 20 X. 
 
We then verified γ-H2AX expression in the jejunum of villin-Cre deletion 
models. In contrast to control mice and mice with one allele of Hdac1, dual Hdac1 and 
Hdac2 mutant mice showed increased γ-H2AX expression in the crypt and in the lower 
portion of the villus, and mice with one allele of Hdac2 showed intermediary levels 
(Suppl. Fig. 8). 
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Figure 21 Supplementary Figure 8. γ-H2AX foci are increased in villin-Cre Hdac1 
and Hdac2 IEC-specific mutant mice. Jejunal tissue sections from three-month-old 
conditional villin-Cre control, Hdac1-/-Hdac2-/-, Hdac1+/-Hdac2-/- and Hdac1-/-Hdac2+/- 
IEC-specific mutant mice were stained with DAPI and with an antibody against γ-
H2AX, and images were merged (n= 3). Magnification of representative tissue sections: 
20 X. 
 
The villin-CreER Hdac1-/-Hdac2-/- mouse phenotype observed thus resembled the 
phenotype of villin-Cre Hdac1-/-Hdac2-/- and Hdac1-/-Hdac2+/- mice, and was clearly 
different from the Ah-Cre deletion model.   
 
Discussion 
We have shown here that different levels of Hdac activities are associated with 
various phenotypic changes in the villin-Cre mouse model, and that Hdac2 is an 
exquisite regulator of intestinal homeostasis. Indeed, mice with one allele of Hdac2 
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without Hdac1 display intermediate phenotypes in comparison to dual knockout mice. 
Both IEC-specific Hdac1-/-Hdac2-/- and Hdac1-/-Hdac2+/- models share some phenotypic 
defects, notably increased proliferation, goblet cell number reduction, loss of polarity 
and tissue architecture, increased enterocyte marker expression in the colon, increased 
immune cell recruitment and colonic tissue fibrosis, and augmented sensitivity to DSS-
induced colitis. However, migration and Paneth cell numbers were not significantly 
modified in mice with one allele of Hdac2 as opposed to dual knockout mice. In 
addition, intermediate activation of the Notch, mTOR and Stat3 pathways was observed 
in the Hdac2 heterozygous mouse in the absence of Hdac1. In contrast, the presence of 
one allele of Hdac1 was sufficient to maintain proper intestinal homeostasis. Indeed, 
these mice did not display activation of the Notch, mTOR and Stat3 pathways. 
However, some differences were observed, namely expression of the small intestine 
enterocyte marker sucrase-isomaltase in the colon, decreased intermediary levels of 
claudin 3 and increased sensitivity to DSS-induced colitis. Thus, appropriate levels of 
Hdac1 and Hdac2 activities may be needed to insure correct intestinal homeostatic 
responses to injury. 
Our data suggest that barrier function and mucosal immune homeostasis are 
highly dependent on the levels of Hdac2 activity. Increased IEC proliferation in mice 
with one allele of Hdac2 is associated with increased Notch activity, which leads to 
differentiation defects, such as decreased goblet cell numbers and with increased 
mTOR pathway and Stat3 activation. Recent data have shown a link between mTOR 
and Notch activation. Indeed, mTOR activation results in Notch activation in colon 
carcinoma cells (Zhou et al., 2014, Zhou et al., 2015) and both Notch and Stat3 
activation in other cell types (Ma et al., 2010). Of note, both Stat3 (Neufert et al., 2010) 
and Notch (Okamoto et al., 2009, Sancho et al., 2015) activation are important for IEC 
regeneration in injury and inflammatory-related conditions. Whether activation of these 
pathways is due to direct acetylation of protein targets, and their control by Hdac1 
and/or Hdac2, remains to be determined. Increased acetylation of Notch, resulting from 
SIRT1 deacetylase depletion, leads to decreased protein turnover of the Notch 
intracellular domain, leading to increased Notch-induced gene expression in endothelial 
cells (Guarani et al., 2011). Notch3 acetylation leads to increased stability in T-cell 
leukemias (Palermo et al., 2012). Ribosomal S6 kinase acetylation may modulate S6 
kinase stability (Fenton et al., 2010). While S6 kinase acetylation may reduce mTOR-
dependent S6 kinase activation (Hong et al., 2014), HDAC inhibitors, such as the 
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bacterial metabolite butyrate, may increase mTOR activity by increasing both S6 kinase 
phosphorylation and acetylation in T cells (Park et al., 2015).  
As villin-Cre deletion starts at E15.5, we used short-term deletion models to 
study the effect of Hdac1 and Hdac2 deletion in adult mice. β-Naphtoflavone-
dependent induction of Hdac1 and Hdac2 deletion in Ah-Cre mice led to intestinal 
defects, notably eroded epithelium and erased crypts, reduced proliferation and 
decreased numbers of both Paneth and goblet cells. Epithelial gastric defects were also 
observed. This growth inhibitory phenotype was associated with increased γ-H2AX foci 
formation, indicating increased DNA damage responses and the presence of double-
strand breaks (Redon et al., 2012);(Ivashkevich et al., 2012)DNA damage has also been 
observed in vivo in neural cells with dual Hdac1 and Hdac2 deletion (Hagelkruys et al., 
2014). Thus, Ah-Cre-dependent deletion of both Hdac1 and Hdac2 reveals their 
importance in the regulation of DNA replication and DNA repair (Miller et al., 2010, 
Robert et al., 2011, Bhaskara, 2015). Recently, Zimberlin et al. (2015)(Zimberlin et al., 
2015) have demonstrated a similar phenotype by deleting both Hdac1 and Hdac2 in the 
intestinal epithelium in the same Ah-Cre model. While the DNA damage response was 
not studied, they observed that Hdac1 and Hdac2 deletion led to IEC stemness 
impairment, both in vivo and in Hdac1- and Hdac2-depleted organoid cultures, as 
evidenced by decreased expression of stem cell markers. Thus, in addition to regulatory 
functions in IEC DNA repair, Hdac1 and Hdac2 may play essential roles in defining 
IEC stemness.  
Short-term Hdac1 and Hdac2 IEC-specific deletion in villin-CreER mice led to 
tissue architecture defects associated with expanded crypts and decreased numbers of 
goblet cells. Proliferation and Paneth cell numbers were not affected. As observed with 
the villin-Cre model, the knockout was not complete, and heterogeneous expression 
mostly of Hdac2 was still observed (Suppl. Fig. 9). Zimberlin et al. (2015) showed that 
Ah-Cre mediated deletion of one allele of Hdac2 and both Hdac1 alleles led to 
differentiation defects closely resembling those obtained in our dual Hdac1 and Hdac2 
villin-CreER and villin-Cre models. 
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Figure 22 Supplementary Figure 9. Jejunal villin-CreER Hdac1 and Hdac2 IEC-
specific mutant still display patchy Hdac2 expression. Jejunal tissue sections from 
three-month-old conditional villin-CreER control or Hdac1-/-Hdac2-/- IEC-specific 
mutant mice were stained with DAPI or with an antibody against Hdac1 (A) or Hdac2 
(B). White arrows indicate the presence of Hdac2-stained cells in the mutant epithelium 
(B).  
 
Thus, while Ah-Cre mediated deletion of Hdac1 and Hdac2 led to a growth 
arrest phenotype (our study, (Zimberlin et al., 2015)), villin-CreER mediated deletion led 
to a phenotype that was similar to villin-Cre Hdac1-/-Hdac2-/- and Hdac1-/-Hdac2+/- 
deleted mice (our study), as well as Ah-Cre Hdac1-/-Hdac2+/- deleted mice (Zimberlin et 
al., 2015). Why is a growth arrest phenotype revealed only in the Ah-Cre mouse model? 
Why is there such a strong selection for non- or partially recombined cells in the villin-
Cre models? One possibility would involve the interaction between IEC and the 
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mucosal inflammatory milieu. It has been proposed that inflammation impacts on 
intestinal stem cell proliferation and regeneration after damage (Kizil et al., 2015). In 
villin-CreER mice, the inflammatory milieu would favor the proliferation of partially 
recombined IEC, and would thus lead to expansion of mixed cell populations, as 
observed in the dual villin-Cre knockout mouse model. In Ah-Cre Hdac1 and Hdac2 
mutant mice, the inflammatory milieu would not support the expansion of these cells. 
Indeed, the AhR transcription factor is activated by many ligands, including xenobiotics 
as well as a number of diet-derived ligands (Hao et Whitelaw, 2013, Fallarino et al., 
2014). AhR is considered a negative regulator of intestinal inflammation (Monteleone 
et al., 2013). AhR activation is needed for intraepithelial lymphocyte and innate 
lymphoid cell maintenance and expansion. AhR activation by the TCDD ligand reduces 
DSS-induced colitis symptoms, in part by increasing anti-inflammatory Treg cell 
differentiation and inhibiting pro-inflammatory Th17 cells (Singh et al., 2011). β-
Naphtoflavone-dependent induction of AhR activity reduces DSS-induced colitis as 
well. In addition, AhR deletion in mice leads to increased DSS-induced colitis 
(Furumatsu et al., 2011). By changing inflammatory signals, AhR activation could 
render the mucosal environment less supportive for expansion of a subset of partially 
recombined cells, as observed in villin-CreER mice. 
We have shown that intestinal homeostasis is exquisitely sensitive to gene-
dosage variations in Hdac1 and Hdac2, and that Hdac1 and Hdac2 display both specific 
and similar effects on IEC, leading to modifications of the mucosal environment and of 
the intestinal response to inflammatory stresses. Pharmacological HDAC inhibitors 
(HDACi) are being developed for treatment of cancer as well as inflammatory diseases 
(Cantley et Haynes, 2013, Falkenberg et Johnstone, 2014, Felice et al., 2015). For 
example, non selective HDAC inhibitors vorinostat and givinostat reduce DSS-induced 
colitis symptoms in mice (Glauben et al., 2006, Glauben et al., 2008). Reduction of 
DSS-induced colitis by the HDAC inhibitor trichostatin A in mice correlates with 
increased Treg cell differentiation (Tao et al., 2007). It is clear that HDACi will impact 
many cell types, including IEC and mucosal immune cells. As more specific HDAC 
inhibitors are being developed, it will be important to determine the roles of specific 
histone deacetylases in IEC. It will also be important to assess the effect of these 
compounds separately on IEC and gut immune cells, but also the global effect of this 
two-way interaction on the intestinal mucosa. 
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In conclusion, intestinal homeostasis is exquisitely sensitive to Hdac2 levels, as 
shown by the effect of Hdac1 and Hdac2 gene-dosage-dependent variations on different 
phenotypes, from IEC fate impairment to DNA damage responses. As readers of 
environmental changes, Hdac1 and Hdac2 may play an important role in the 
transmission of these alterations to the mucosal and immune intestinal environment. 
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3. CHAPITRE 2 : HDAC1 et HDAC2 affectent le développement de l’épithélium 
intestinal en perturbant les voies de synthèse protéique, métabolique et de défense 
 
3.1 Matériel et méthodes 
 
3.1.1 Marquage des protéines au TMT et spectrométrie de masse 
Les CEI de jéjunum de trois souris contrôle et trois souris HDAC1/2-/- Villine-Cre ont été 
isolées par la procédure d’extraction à l’EDTA (Turgeon et al., 2013). Les CEI sont lysées 
dans du tampon Triethylamonium bicarbonate (TEAB) (100 mM, 10% SDS) (Thermo 
Fisher Scientific, Rockford, IL, USA). 50 µg de protéines ont été dosés avec la technique 
de dosage par l’acide bicinchonique (BCA) (Thermo Fisher Scientific) (Gonneaud et al., 
2015) pour chacun des 6 échantillons. Les protéines sont réduites par le tris(2-
carboxyethyl)phosphine (TCEP) (Thermo Fisher Scientific) pendant 1 h à 55°C, et alkylées 
avec de l’iodoacétamide 375 mM (Thermo Fisher Scientific) pendant 30 min à l’obscurité. 
Les protéines sont ensuite précipitées à l’acétone à -20°C pendant 4 h. Les culots de 
protéines sont resuspendus dans le tampon TEAB et la trypsine (1,25 µg pour 50µg de 
protéines) est ajoutée pour une digestion sur la nuit ou de 16 h à 37°C. Après la digestion, 
les peptides sont étiquetés avec des molécules de différentes masses isobariques chimiques 
(Tandem Mass Tag Reagents (TMT), Thermo Fisher Scientific) de 126 à 131 Da et de 126 
à 128 Da pour marquer les trois contrôles et 129-131 Da pour marquer les trois mutants. 
Après une heure d’incubation à température ambiante, la réaction est arrêtée par l’ajout 
d’hydroxylamine 5% en agitant pendant 15 min. Les échantillons de peptides étiquetés sont 
mélangés avant d’être nettoyés sur des colonnes C18, selon le protocole fourni par le 
manufacturier (Thermo Fisher Scientific). Les échantillons sont ensuite séparés par 
chromatographie en phase liquide et par spectrométrie de masse MS/MS (Jostins et al., 
2012). L'identification des protéines et la quantification des peptides étiquetés TMT sont 
réalisées en utilisant le logiciel MaxQuant version 1.5.2.8 (Cox et Mann, 2008) et une base 
de données de protéines de souris Uniprot contenant 89 422 protéines (Gonneaud et al., 
2016). Quelques modifications liées à l’identification et à la quantification des protéines 
ont été apportées grâce aux paramètres suggérés par Thermo Fisher pour la quantification 
et la détection des échantillons TMT sur les spectromètres de masse Q Exactive. 
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(Paramètres MS: Resolving power (FWHM at m/z 200): 70,000; AGC target: 3e6; 
Max.injection time (ms): 50; Scan range (m/z): 375–1400. Paramètres MS/MS: Resolving 
power (FWHM at m/z 200): 35,000; AGC target: 1e5; Maximum injection time (ms): 100; 
Isolation width (Th) 0.7 or 1;2 Normalized collision energy (NCE) 32) 
(https://tools.Thermo Fisher .com/content/sfs/posters/PN-64412-MS-Isobaric-Mass-
Tagging-Quantification-ASMS2015-PN64412-EN.pdf). Dans ce cas, le False discovery 
rate (FDR) a été ajusté à 5%. L’ensemble des protéines présentant des variations 
supérieures et inférieures à 50% a été conservée pour la suite des analyses bio-
informatiques.  
 
3.1.2 Séquençage des ADNc 
Les ARN totaux des CEI isolées des jéjunum de trois souris contrôle et de trois souris 
mutantes Hdac1/2 -/- Villine-Cre de trois mois ont été isolés avec la trousse ToTALLY 
RNA™ (Ambion, Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA) et Rneasy (Qiagen, 
Montreal, QC, Canada). Les ARN totaux ont été quantifiés à l'aide d'un spectrophotomètre 
NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, Thermo Fisher Scientific). L’intégrité des 
ARN a été évaluée sur un 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Mississauga, ON, 
Canada). Seuls les échantillons avec un RNA Integrity Number (RIN) > 6,5 passent le seuil 
de qualité. La génération de la librairie d’ADNc et l’analyse du transcriptome avec 
l’appareil Illumina HiSeq4000 (Illumina, San Diego, Ca, USA) ont été réalisées à la 
plateforme GénomeQuébec de l’université McGill. Brièvement, les librairies ont été 
générées à partir de 250 ng d'ARN total. L'enrichissement en ARNm a été effectué en 
utilisant le module d'isolement magnétique NEBNext Poly(A) (New England BioLabs, 
Whitby, ON, Canada). La synthèse de l'ADNc a été obtenue avec les trousses NEBNext 
RNA First Strand Synthesis et NEBNext Ultra Directional RNA Second Strand Synthesis 
Modules (New England BioLabs). Les étapes restantes de la préparation de la librairie ont 
été effectuées en utilisant et la trousse de préparation de la librairie d'ADN NEBNext Ultra 
II pour appareil Illumina (New England BioLabs). Les adaptateurs et les amorces PCR ont 
été achetés chez New England BioLabs. Les librairies ont été quantifiées à l'aide de la 
trousse d'analyse dsDNA Quantus iT ™ PicoGreen® (Life Technologies, Burlington, ON, 
Canada) et celle de la Kapa Illumina GA (Fast Universal Primers-SYBR ; Kapa 
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Biosystems, Wilmington, MA, USA). Les fragments de taille moyenne ont été déterminés 
à l'aide d'un instrument LabChip GX (PerkinElmer, Hopkinton, MA, USA). Pour le 
séquençage avec le séquenceur Illumina HiSeq4000 PE100, le positionnement est effectué 
avec le logiciel Star 2.4.0f1. Ensuite, les transcrits sont triés selon le DEseq ajusté à 0,05. 
En fonction des variations, seuls les transcrits augmentés ou diminués de plus de 2 fois 
entre les mutants et les contrôles sont conservés pour les analyses bio-informatiques 
subséquentes. 
 
3.1.3 Analyse bio-informatique 
Une fois triées, les données comparatives de protéomique (TMT) et de transcriptomique 
(ARN-Seq) pour les souris Hdac1/2 -/- Villine-Cre et contrôle sont analysées avec le 
logiciel DAVID 2.0 pour l’ontologie des gènes (Dennis et al., 2003) pour identifier les 
processus biologiques affectés suite à la perte de HDAC1 et HDAC2 avec une p-value <  
0,05 et avec le logiciel Ingenuity Pathway Analysis (IPA; Qiagen Inc., 
https://www.qiagenbioinformatics.com/products/ingenuitypathway-analysis). Ce dernier 
permet d’identifier les principales voies biologiques modifiées, les liens et les variations 
entre les différents échantillons et également de prédire l’activation de certaines voies 
(URA – z-score) par recoupage et intégration/interrogation avec les bases de données IPA 
(Kramer et al., 2014). 
 
3.2 Résultats 
Nous avons montré que la double délétion de Hdac1 et de Hdac2 dans les CEI 
entraîne des défauts dans la détermination des CEI et dans la fonction barrière, avec une 
inflammation chronique au niveau de la muqueuse, et une sensibilité accrue à la colite 
induite par le DSS, accompagné de l’activation de diverses voies de signalisation, telles 
que les voies Notch, mTOR et STAT3. Nos résultats suggèrent donc que HDAC1 et 
HDAC2 régularisent les fonctions des CEI. Nous avons aussi montré que différents 
niveaux de HDAC1 et HDAC2 entraînaient des phénotypes différents au niveau de 
l’intestin, et que HDAC1 et HDAC2 jouaient des rôles similaires, complémentaires et 
différents. Il apparaît important de déterminer les cibles spécifiques de HDAC1 et HDAC2 
étant donné l’utilisation possible de HDACi dans la résolution de l’inflammation intestinale 
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et le développement de HDACi de plus en plus sélectifs. Afin de déterminer le rôle exact 
de HDAC1 et de HDAC2 et leurs cibles, nous avons développé une double approche 
protéomique et transcriptomique pour évaluer les changements moléculaires dans les CEI 
suite à la perte de Hdac1 et Hdac2.  
 
Nous avons isolé les CEI de jéjunum de souris contrôle et de souris sans Hdac1 et 
Hdac2. Les ARNs ont été isolés afin de déterminer le transcriptome par ARN-seq. Plus de 
19500 transcrits ont été identifiés, dont 1904 transcrits augmentés de plus de 2 fois et 1682 
transcrits diminués de plus de 2 fois dans les CEI mutantes. Les protéines ont été digérées 
et les peptides marqués au TMT ont été analysés au niveau du protéome par spectrométrie 
de masse. Avec cette approche, nous avons identifié plus de 3000 protéines, dont 324 
étaient augmentées de plus de 50%, et 430 diminuées de plus de 50% dans les CEI 
mutantes (Figure 23).  
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Figure 23 Analyse transcriptomique et protéomique réalisée sur des CEI Hdac1/2-/- 
isolées de jéjunum murin. (Adapté (Sheynkman et al., 2014))  
 
Les résultats démontrent d’abord que la délétion de Hdac1 et Hdac2 dans les CEI 
affecte autant à la hausse qu’à la baisse, l’expression d’ARN et de protéines, bien que la 
couverture des transcrits soit largement supérieure à la détection des protéines (Figure 23). 
Donc, HDAC1 et HDAC2 influencent autant l’induction que la répression des gènes et leur 
traduction en protéines. 
 
Par la suite, nous avons comparé les données triées augmentées et diminuées entre 
elles avec le logiciel IPA, afin de déterminer les voies affectées intrinsèquement dans les 
CEI. Le diagramme de Venn révèle que peu de protéines et de transcrits, soit 284, sont 
partagés, avec 3073 transcrits et 432 protéines non-partagés. Ceci est dû en partie, à la 
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couverture protéique moindre (Figure 24 A). Ces informations suggèrent la possibilité d’un 
certain niveau de régulation post-transcriptionnelle, assurant une stabilisation de certaines 
protéines ou une augmentation de la traduction, en l’absence de Hdac1 et Hdac2. 
 
L’analyse combinée des voies canoniques révèle des voies de signalisation 
partagées entre le RNA-Seq et le TMT (Figure 24 B). Par exemple, même si la voie EIF2 
impliquée dans la traduction semble à la baisse au niveau des transcrits, les protéines sont 
augmentées. Les transcrits associés aux voies p70S6K et mTOR sont augmentés, ce qui 
suggère une augmentation globale de la voie mTOR, qui régularise la synthèse des 
protéines. Ceci corrèle avec notre observation d’une augmentation de l’activité de la voie 
mTORC1, décelée par des niveaux plus élevés de phosphorylation d’un marqueur en aval 
de la voie, la protéine ribosomale S6 (Turgeon et al., 2013). 
 
D’autres voies altérées comprennent les voies régularisées par des récepteurs aux 
hormones stéroïdiennes. Bien que la voie LXR/RXR soit augmentée au niveau des 
transcrits, celle-ci est diminuée au niveau protéique, de même qu’une autre voie régularisée 
par les récepteurs PPARα/RXRα (Figure 24 B). À ces deux voies s’ajoutent la voie NRF2 
qui est aussi diminuée. L’ensemble de ces voies sont reliées entre elles. En effet, LXR et le 
récepteur activé par le proliférateur de peroxysome (PPAR) sont deux membres des 
récepteurs nucléaires impliqués dans le métabolisme des acides gras et du cholestérol (Li et 
Glass, 2004). NRF2, un facteur de transcription impliqué dans la réponse au stress 
oxydatif, peut influencer positivement ou négativement PPAR (Ma, 2013). De plus, NRF2 
présente des fonctions dans le métabolisme, notamment en bloquant l’activité d’ACL, 
l’enzyme produisant de l’acétyl-CoA (Kitteringham et al., 2010) (Figure 24 B).  
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Figure 24 La perte de Hdac1 et Hdac2 dans les CEI entraîne des modifications 
similaires et différentes au niveau de la régulation des gènes et des protéines. A. 
Diagramme de Venn comparant les transcrits triés (plus ou moins deux fois, RNA-Seq) et 
les protéines triées (plus ou moins 50%, TMT). B. Analyse et comparaison des voies 
canoniques entre le transcriptome (ARN-Seq) et le protéome (TMT) avec le logiciel IPA.  
 
Par la suite, nous nous sommes intéressés à l’ontologie avec le logiciel DAVID 2.0, 
toujours selon les transcrits et les protéines augmentés ou diminués. Concernant les 
transcrits, les processus biologiques augmentés comprennent les voies impliquées dans le 
développement, la réponse au stress et la traduction, incluant la biogénèse des ribosomes. 
Les processus biologiques diminués concernent le métabolisme, le développement, incluant 
la désacétylation des protéines, et la réponse immunitaire, particulièrement au niveau de la 
présentation des antigènes. Les voies métaboliques touchant les lipides sont affectées 
autant à la hausse qu’à la baisse, alors que les processus d’oxydo-réduction sont diminués 
(Tableau 2-A). 
 
Au niveau des protéines, les processus biologiques augmentés comprennent la 
traduction, notamment la maturation des protéines, et le métabolisme, principalement au 
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niveau de la glycolyse. En accord avec la perte de Hdac1 et Hdac2, les processus diminués 
comprennent la chromatine, dont le « silencing » de la chromatine associé à une diminution 
au niveau de l’assemblage des chromosomes, le métabolisme, principalement au niveau des 
lipides, et la défense, notamment au niveau de la réponse aux bactéries. (Tableau 2-B). 
Tableau 2 La perte de Hdac1 et Hdac2 dans les CEI affecte les processus 
métaboliques, la différenciation, les mécanismes de défense et de régulation 
épigénétique. A- L'ontologie des gènes dans les processus biologiques pour les transcrits 
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diminués et induits (< 2 et > 2) (valeur p ≤ 0,05). B- L'ontologie des gènes dans les 
processus biologiques pour les protéines diminuées et induites (< 50% et > 50%) (valeur p 
≤ 0,05). 
 
Il est important de souligner que cette analyse prédit une réduction des processus 
inflammatoires au niveau des CEI, alors que l’analyse transcriptomique par micropuces, à 
partir des ARNs obtenus de la muqueuse intestinale complète, suggérait une activation de 
l’inflammation et du recrutement de cellules immunitaires (Turgeon et al., 2014). Cette 
analyse laisse donc supposer l’induction de certaines voies de signalisation affectant la 
production de ribosome et d’ARNr couplée à une augmentation de la traduction, 
spécifiquement au niveau des CEI. Cela pourrait être en accord avec une augmentation de 
la prolifération et une activation de la voie mTORC1 dans les souris mutantes (Turgeon et 
al., 2013, Turgeon et al., 2014). Des défauts au niveau de la chromatine et des 
modifications de l’acétylome résultant d’une désacétylation diminuée corrèlent avec les 
délétions de deux « erasers » Hdac1 et Hdac2. Des variations notables sont néanmoins 
suggérées pour le métabolisme, notamment au niveau des lipides et de la glycolyse, voies 
qui participent à la fois à la production d’énergie pour la cellule mais également à la 
production d’acétyl-CoA, principal donneur de groupement acétyl (Galdieri et al., 2014). 
La perte de HDAC1 et HDAC2 pourrait entraîner une perturbation directe ou indirecte de 
ces voies, car la demande en groupement acétyl pourrait être accrue, étant donné que le 
pool de groupements acétyl associés aux protéines est moins disponible et que 
l’augmentation de la traduction mène à une consommation plus élevée d’énergie. Nos 
observations suggèrent donc un rôle de HDAC1 et HDAC2 dans le contrôle de voies 
inflammatoires et métaboliques. 
 
Nous avons poursuivi les analyses comparatives avec le logiciel IPA en utilisant 
leur système de calcul via le Z-score, afin d’identifier les fonctions biologiques et 
pathologies reliées, de même que le système de prédictions d’activation de certains 
régulateurs avec le Upstream Regulator Analysis (URA). L'URA identifie les molécules en 
amont des gènes dans l'ensemble de données afin d’expliquer potentiellement les 
changements d'expression observés. Le Z-score prédit l'activation, si le Z-score est 
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supérieur à 2, ou l'inhibition, si le Z-score est inférieur à -2, des régulateurs en fonction des 
relations avec les gènes et des ensembles de données et la direction du changement 
d’expression des gènes. Z-score et P-value permettent donc d'identifier les régulateurs 
d'intérêt. Dans le descriptif lié aux petites molécules (médicaments et composés) ou aux 
microARN prédits comme régulateurs en amont, les termes «activé» ou «inhibé» peuvent 
apparaitre un peu confus. Dans ces cas, activé peut être considéré comme signifiant que le 
modèle d'expression dans l'ensemble de données est cohérent avec la molécule en amont 
ayant plus d'activité ("activé") ou moins d'activité ("inhibée") dans l'expérience par rapport 
au contrôle (Kramer et al., 2014). 
 
Des fonctions similaires sont suggérées suite à l’analyse du transcriptome et du 
protéome. En effet, les fonctions associées à la prolifération, l’invasion, la migration et la 
taille des organes sont prédites augmentées au niveau des transcrits alors que des fonctions 
associées au cancer intestinal et à la néoplasie, donc à la prolifération entre autres, sont 
augmentées au niveau des protéines. Deux fonctions biologiques associées à 
l’inflammation sont augmentées au niveau du protéome. Dans ce cas, il est intéressant de 
souligner que ces catégories sont reliées à une inflammation d’une région du corps, donc de 
l’environnement : ceci laisse suggérer un effet de la perte de HDAC1 et HDAC2 sur les 
CEI, qui peut entrainer un changement dans l’environnement. Une autre fonction 
augmentée au niveau du protéome concerne la mort des organes, et corrèle avec 
l’augmentation de la caspase 3 clivée, une caspase effectrice de l’apoptose, observées dans 
des extraits protéiques de muqueuse provenant des souris mutantes (Turgeon et al., 2013).  
 
Étonnamment, les fonctions associées à la mort cellulaire sont aussi diminuées au 
niveau des transcrits et des protéines. Il est possible que les CEI sans Hdac1 et Hdac2 
compensent pour un accroissement de la mort cellulaire, par une augmentation de signaux 
de survie et de prolifération. Le résultat final étant une augmentation de la taille de 
l’intestin dans les doubles mutants (Turgeon et al., 2013). La plupart des autres fonctions 
prédites diminuées au niveau des transcrits et des protéines regroupe des fonctions 
métaboliques liées aux lipides, comme la conversion, le transport ou encore l’oxydation. 
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Ces analyses corrèlent avec les précédents résultats obtenus par les études dans DAVID 2.0 
concernant les processus métaboliques glucidiques et lipidiques (Tableau 3).  
 
Tableau 3 La perte de Hdac1 et Hdac2 dans les CEI induit des altérations dans les 
fonctions prolifératives et productrices d’énergie des CEI. Le panneau du haut 
représente les fonctions biologiques et pathologiques les plus probables (Top) induites dans 
l’analyse des transcrits (ARN-Seq) et des protéines (TMT). Le panneau du bas représente 
les fonctions biologiques et pathologiques diminuées. (Z-score > 2 et < -2). 
 
Afin d’identifier des régulateurs des voies biologiques de manière prédictive, nous 
avons utilisé le système URA détaillé plus haut, pour identifier les principaux régulateurs 
prédits activés ou inhibés. Ces données nous renseignent également sur le type de molécule 
affectée, soit enzyme, facteur de transcription, cytokine, composé chimique, etc. Nous 
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avons pu identifier des régulateurs prédits pour être activés au niveau du transcriptome et 
du protéome, comme le régulateur de la transcription associé à la prolifération MYCN ou 
MYC. Dans le même sens, MAPK1, ERRB2 et Vegf sont prédits activés au niveau des 
transcrits. Une prédiction d’activation pour des enzymes peroxysomales impliquées dans la 
beta-oxydation des lipides, EHHADH et HSD17B4, est observée au niveau du protéome.  
 
Des régulateurs prédits comme étant inhibés à la fois au niveau du transcriptome et 
du protéome comprennent CFTR et PPARA, associé au métabolisme. PPARGC1α et 
HNF4α sont d’autres régulateurs associés au métabolisme inhibés au niveau des protéines. 
D’autres molécules comme le Sirolimus, un inhibiteur de mTOR, est le plus fortement 
prédit comme inactivé au niveau du protéome, corrélant avec l’activation de cette voie dans 
les CEI sans Hdac1 et Hdac2 (Tableau 4)  
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Tableau 4 Régulateurs activés ou réprimés suite à la perte de Hdac1 et Hdac2 dans les 
CEI. En bleu, les résultats des prédictions d’activation ou de répression des régulateurs 
pour les transcrits, et en orange, ceux des protéines (Z-score > 2 et < -2). 
 
La double approche protéomique et transcriptomique pour évaluer les changements 
moléculaires intrinsèques aux CEI suite à la perte de Hdac1 et Hdac2 suggère des 
changements profonds dans une multitude de voies de signalisation, autant au niveau de la 
prolifération et du métabolisme, surtout lipidique, qu’au niveau des réponses à des stress ou 
l’environnement, par exemple au niveau des récepteurs aux hormones stéroïdiennes. Même 
si un plus grand nombre de variations dans les transcrits a été identifié par rapport à 
l’approche protéomique, cette dernière a révélé des changements associés à une régulation 
post-transcriptionnelle. Ces changements suggérés, dans les voies de signalisation citées 
précédemment, devront néanmoins être validés par des approches fonctionnelles. 
 
Il reste que, dans ces deux approches, l’environnement peut affecter la réponse et 
l’adaptation des CEI. Nous avons notamment observé ce phénomène en caractérisant des 
similitudes et des différences entre les modèles de délétion embryonnaire et inductible de 
Hdac1 et Hdac2 (Turgeon et al., 2013, Gonneaud et al., 2015)(Chapitre 1). Afin de 
déterminer le rôle intrinsèque de Hdac1 et Hdac2 dans les CEI, nous avons élaboré un 
modèle d’études in cellulo, le modèle de culture d’entéroïdes.  
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 J’ai participé à l’écriture du manuscrit (introduction, matériels et méthodes, 
résultats et discussion) et à la production de toutes les figures à l’exception de la première. 
 
Résumé de l’article 
Les organoïdes relient la culture cellulaire en 3D à la physiologie tissulaire en 
fournissant un modèle ressemblant à des organes in vivo. Les organoïdes intestinaux, à 
capacité de croissance indéfinie, proviennent de cellules de cryptes intestinales qui recréent 
la niche épithéliale intestinale renouvelable, et qui se différencient dans un milieu de 
culture défini. Cette percée technique a été appliquée à de nombreux autres organes, 
notamment la prostate, le foie, les reins et le pancréas. Nous décrivons ici comment 
appliquer une approche protéomique quantitative basée sur SILAC pour mesurer les 
changements d'expression protéique dans des organoïdes intestinaux dans différentes 
conditions expérimentales. Nous avons généré des milieux SILAC qui permettent aux 
organoïdes intestinaux de se développer et de se différencier normalement et nous avons 
confirmé l'incorporation d'acides aminés marqués avec des isotopes. En outre, nous avons 
traité les organoïdes intestinaux avec un inhibiteur de HDAC de classe I, le CI994, qui 
affecte la différenciation de ceux-ci. Nous avons démontré la reproductibilité de la 
quantification protéomique en utilisant cette approche et nous avons identifié des groupes 
de protéines affectés par l’inhibiteur, et corrélant avec l'inhibition de la croissance et du 
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développement cellulaire. L'utilisation combinée de la spectrométrie de masse quantitative, 
de la SILAC et de la culture d’organoïdes nous a permis de mettre au point l’approche 
SILAC dans un modèle d’organoïdes et de montrer que des variations globales du 
protéome peuvent être mesurées en culture d’organoïdes.  
100 
 
 
A SILAC-Based Method for Quantitative Proteomic Analysis of Intestinal Organoids 
 
Alexis Gonneaud, Christine Jones, Naomie Turgeon, Dominique Levesque, Claude Asselin, 
François Boudreau, François-Michel Boisvert1 
 
Department of Anatomy and Cell Biology, Université de Sherbrooke, 3201 Jean-Mignault, 
Sherbrooke, Québec, J1E 4K8, Canada 
 
1 Corresponding author: François-Michel Boisvert  
Phone: 819-821-8000 Ext.75430 
Fax: 819-820-6831 
Email: Francois.Michel.Boisvert@USherbrooke.ca 
 
KEYWORDS: Intestinal organoids, SILAC, Mass spectrometry, HDAC 
 
ABSTRACT 
 
Organoids have the potential to bridge 3D cell culture to tissue physiology by providing a 
model resembling in vivo organs. Long-term growing organoids were first isolated from 
intestinal crypt cells and recreated the renewing intestinal epithelial niche. Since then, this 
technical breakthrough was applied to many other organs, including prostate, liver, kidney 
and pancreas. We describe here how to apply a SILAC-based quantitative proteomic 
approach to measure protein expression changes in intestinal organoids under different 
experimental conditions. We generated SILAC organoid media that allow organoids to 
grow and differentiate normally, and confirmed the incorporation of isotopically labelled 
amino acids. Furthermore, we used a treatment reported to affect organoid differentiation 
to demonstrate the reproducibility of the quantification using this approach and to validate 
the identification of proteins that correlate with the inhibition of cellular growth and 
development. With the combined use of quantitative mass spectrometry, SILAC and 
organoid culture, we validated this approach and showed that large-scale proteome 
variations can be measured in an “organ-like” system.  
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MAIN 
Several methods for quantifying protein changes by mass spectrometry have been 
developed. While each have their advantages and disadvantages, SILAC (Stable isotope 
labelling by amino acids in cell culture) remains a strategic choice to analyze 
simultaneously multiple samples in different conditions (Mann, 2006). Proteins from 
samples differentially labelled after metabolic incorporation of isotopic amino acids are 
pooled before further sample processing, minimizing bias due to handling, and thus 
increases reproducibility over chemical labelling or label-free quantification approaches 
(Bakalarski et Kirkpatrick, 2016). However, SILAC is not applicable to non-cultured 
samples such as clinical samples, animals and certain organisms requiring complex culture 
media.  
Three-dimensional (3D) cell culture strategies have been developed to better reflect tissue 
characteristics in both normal and diseased physiological conditions (Clevers, 2016, 
Dedhia et al., 2016). Significant progress has been recently made in defining optimal 
conditions to allow growth, expansion and differentiation of intestinal epithelial stem cells 
(Sato et al., 2011, Yin et al., 2014) as well as several other tissue stem cells (McCracken et 
al., 2014, Dye et al., 2015, Fatehullah et al., 2016). Unlike cancer cell lines, organoids 
maintain all the variables specific to the original epithelial cell, including the tumor cell 
(van de Wetering et al., 2015). As a result, organoid culture is becoming the preferred 
strategy in personalized medicine, as it allows the testing of existing and experimental 
treatments on samples with distinct genomic individual signatures (Hynds et Giangreco, 
2013, Barker, 2014). The ability to culture these mini-organs raises the question of their 
use for isotope incorporation to perform SILAC based quantitative proteomics. If 
successful, this would allow accurate protein quantification in a physiologically relevant 
system (Figure 1).  
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Figure 25 Figure 1 - Experimental protocol of SILAC labelling of organoids and mass 
spectroscopy analysis. Outline of the SILAC mass spectrometry experimental design for 
organoids. Intestinal organoids from isolated crypts were grown in different SILAC media 
for 20 days. Different drugs or treatment can then be used and SILAC allows quantification 
of changes in protein expression. The effect of a class I HDAC inhibitor, CI994, was used 
to validate the feasibility of this approach.  
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To address the feasibility of a proteomic approach on organoids, there was a need to 
determine the extent of contamination from Matrigel proteins, which are needed for 
organoid growth. Indeed, Matrigel proteins could mask the proteins isolated from the 
embedded biological material (Hughes et al., 2010). Organoids were isolated from 
Matrigel with the non-enzymatic MatriSperse dissociation method. Several washes with 
cold PBS promoted the removal of Matrigel and the isolation of intact organoids, prior to 
solubilisation of proteins and in-solution tryptic digestion, LC-MS/MS analysis and protein 
identification. Results showed that while Matrigel proteins, such as collagens and laminins, 
were distinguished, over 2500 proteins were identified in these purified organoids, 
demonstrating that the presence of Matrigel did not hinder the identification of proteins 
from organoids (Supplementary Table 1).  
In order to perform SILAC quantification, near complete isotope incorporation must be 
achieved in the growth media. It is thus essential that all components of the culture media 
provide the correct isotope with no contribution from other isotopic amino acids. To create 
a ‘SILAC organoid’ media, R-spondin 1- or Noggin-expressing 293T cells (Ootani et al., 
2009) were grown in three different SILAC media containing arginine and lysine, either 
with normal isotopes of carbon and nitrogen (i.e. 12C14N, light), L-arginine-13C614N4 and L-
lysine-2H4 (medium) or L-arginine-13C6-15N4 and L-lysine-13C6-15N2 (heavy). Conditioned 
media were harvested, filtered and mixed to a final contribution of 20% of R-spondin 1 
conditioned medium, 10% of Noggin conditioned medium and 70% of Advanced 
DMEM/F-12 Flex medium supplemented with the same isotopic amino acids. Organoids 
were cultured in these light, medium or heavy SILAC organoid media for several passages 
performed at approximately every 5 to 7 days of culture. Organoids were harvested at 10, 
15, 20, 25 and 30 days of culture to establish an incorporation curve of SILAC isotopes 
(Figure 2a). Organoids isolated from different media at different times were mixed 1:1:1 
and trypsin-digested prior to mass spectrometry analysis (Figure 2a and Supplementary 
Table 2). We observed an increase in isotope incorporation until the curve reached a 
plateau at >90% of incorporation, for both heavy and medium isotopes (Figure 2a). The 
data indicate that nearly complete SILAC incorporation in organoids requires 
approximately 20 days of incorporation (Figure 2a), which corresponds to four passages in 
SILAC organoid media. 
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We then determined whether this process could be accelerated by using frozen organoids 
which already had completed SILAC incorporation. Organoids were grown in the different 
SILAC media for 20 days, then frozen in SILAC conservation media containing dialyzed 
serum, DMSO and the desired SILAC Advanced DMEM/F-12 Flex media for long term 
storage in liquid nitrogen. After two weeks, organoids were thawed and re-introduced 
immediately in SILAC media to assess organoid growth for 10 days. Organoids appeared 
normal, without any changes in growth. Proteins were then analyzed by mass spectrometry 
to determine the incorporation ratios, which still indicated an enrichment of >90%, as 
above (data not shown). 
To determine whether protein expression changes could be quantified in SILAC-treated 
organoid cultures, we determined the effect of CI994, a class I HDAC inhibitor for Hdac1, 
2 and 3 (Bantscheff et al., 2011). HDAC inhibitors have been shown to affect intestinal 
epithelial cell growth and differentiation in intestinal organoid cultures (Yin et al., 2014). 
Organoids were treated during 5 days with either DMSO or 5 µM of CI994. 
Macroscopically, CI994-treated organoids were smaller, with decreased crypt-budding 
formation, indicating potential changes in the coordination of HDAC-dependent 
mechanisms controlling self-renewal and differentiation of the intestinal epithelium (Figure 
2b). To determine reproducibility, two replicates from the initial organoid culture, 
including sample preparation and protein identification by mass spectrometry, were 
performed. A Pearson coefficient of 0.85 was measured for the treatment with CI994, 
indicating a very strong reproducibility when comparing populations of organoids (Figure 
2c and Supplementary Table 3). This allowed the identification of proteins that were 
consistently upregulated or downregulated following CI994 treatment. 
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Figure 26 Figure 2 - Incorporation of SILAC isotopes in organoid cultures and effect 
of the class I HDAC inhibitor CI994 on organoid growth and development. a) 
Organoids were grown continuously in SILAC medium containing arginine and lysine with 
light isotopes of carbon, hydrogen and nitrogen (i.e. 12C14N) (light), or with medium 
containing L-arginine-13C6-15N4 and L-lysine-13C6-15N2 (heavy). Intestinal organoids were 
amplified and split every five days. From days 10 to 30, levels of isotope incorporation 
were evaluated by mass spectrometry analysis by combining equal amounts of organoid 
lysates prior to sample processing, protein identification and quantification. b) Micrograph 
of intestinal organoids before and after 5-day treatment with either DMSO or CI994 at 5 
µM. Scale bars represent 100 µm. c) Evaluation of reproducibility between the different 
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assays: ratios from one experimental repeat (N1) CI994 5 µM/DMSO (x axis) versus the 
second repeat (N2) CI994 5 µM/DMSO (y axis) for identified proteins. A correlation 
between N1 and N2 CI994 5 µM/DMSO experiments was observed with Pearson 
correlation (R=0.848). d) The average CI994/DMSO ratios of proteins over the average 
peptide intensities, to identify proteins with an increase or decrease in expression following 
treatment with the HDAC inhibitor CI994. 
 
To confirm the physiological relevance of protein expression changes, we 
characterized the proteins with the largest increase or decrease following treatment with 
CI994 (Figure 2d). Gene ontology analysis of the biological processes, enriched in the 
proteins increased by more than 50% using DAVID (Dennis et al., 2003), identified 
processes mainly associated with metabolic pathways such as oxydoreduction (p-value of 
29e-19) and carbohydrate catabolic process (p-value of 6.60e-10) as well as several 
processes implicated in the metabolism and absorption of complex sugars (Supplementary 
Table 4 and Figure 3a). For proteins decreased by 50%, associations with DNA replication 
initiation (p-value of 1.30e-7), cell cycle regulation (p-value of 6.0e-5), DNA packaging 
(p-value of 8.3e-7) and chromosome organization (p-value of 6.3e-6) were consistent with 
the observation that organoids were smaller and that proliferating crypt-budding structures 
were less developed after 5 days of treatment with the HDAC inhibitor (Supplementary 
Table 4 and Figure 3a). In addition, altered enterocyte differentiation was observed in 
CI994-treated organoids. For example, antimicrobial Reg3β and Reg3γ proteins, as well as 
sucrase-isomaltase (Sis) and intestinal alkaline phosphatase, were increased. In contrast, 
goblet (Muc2) and endocrine (ChgB and GIP) proteins were reduced (Figure 2c). This was 
consistent with the findings that wide inhibition of HDAC activities reduces secretory cell 
lineage differentiation (Yin et al., 2014).  
These observations were confirmed by quantitative PCR for differentially expressed 
proteins after CI994 treatment. For example, ChgB and Muc2 mRNA expression was 
decreased in CI994-treated organoids, whereas Reg3β and Sis mRNA expression was 
increased (Figure 3b). Moreover, Reg3β and Sis protein levels were increased, as 
determined by Western blot analysis, thus confirming the proteomic data showing an 
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increase in Reg3β and Sis proteins in CI994-treated organoids (Figure 3c and 
Supplementary Table 4). 
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Figure 27 Figure 3 - CI994 treatment affects organoid differentiation and 
development processes. a) Gene ontology term enrichment of biological processes for 
decreased and induced proteins (<50% and >50%) in CI994-treated organoids. Gene 
ontology analysis was done using the EASE Score from DAVID 2.0 (p-value≤0.05). b) 
Total RNAs were isolated from organoids treated with or without CI994. Expression levels 
of selected genes, namely ChgB, Muc2, Reg3β, Sis and Lgr5 were measured by qPCR in 
comparison to PBGD expression as a control. Results represent the mean ± S.E.M. (*P < 
0.05). Statistical signiﬁcance was determined by unpaired t tests. c) Reg3β and Sis protein 
expression following CI994 treatment was monitored by Western blot analysis, with actin 
as a protein loading control.  
 
Interestingly, mRNA levels of the Lgr5 stem cell marker were decreased following 
CI994 treatment (Figure 3b), suggesting reduced numbers of stem cells and correlating 
with the smaller and less developed aspect of organoids observed. Interestingly, this effect 
on Lgr5 expression is different from VPA treatment (Yin et al., 2014). This could be 
explained by different HDAC inhibitory properties of both compounds. Both VPA and 
CI994 are considered class I HDAC inhibitors, with little activity on class II HDAC. While 
VPA inhibits more efficiently Hdac1 and Hdac2 rather than Hdac3, CI994 targets similarly 
Hdac1, Hdac2 and Hdac3 (Bantscheff et al., 2011, Wagner et al., 2013). Thus, this 
suggests that residual class I HDAC activity, through Hdac3, may be necessary to maintain 
Lgr5-expressing cell pools. However, inhibition of the three Hdac isoforms with CI994 
could lead to growth arrest and subsequent organoid growth defects. 
Our data demonstrate the feasibility of using SILAC for quantitative proteomic studies 
with organoids. We describe a culture method to ensure >90% isotopic incorporation. This 
methodology allows the quantification of changes at the proteome level in 3D cell cultures 
during cellular differentiation, or in response to different inhibitors and drugs. With the 
recent promise of adapting organoid technology for precision medicine (Huang et al., 
2015), this new methodology will become advantageous to quantify global changes in 
protein expression, thereby identifying novel signalling pathways and targets upon defined 
environmental context.  
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METHODS 
Production of SILAC Noggin and R-spondin 1 conditioned media. Noggin-Fc and R-
spondin 1-Fc were produced using 293T cell lines stably expressing R-spondin 1-Fc 
(kindly provided by Dr. C. Kuo, Stanford University, USA) or Noggin-Fc (kindly provided 
by Dr. G.R. van den Brink, Hubrecht Institute, The Netherlands). These cells were cultured 
in T75 cm2 flasks with DMEM (without arginine or lysine) medium supplemented with 
10% FBS, GlutaMAX (1X), HEPES (1X), penicillin (100 U/mL) and streptomycin (100 
µg/mL). Arginine and lysine were added in either light (Arg0, Sigma, A5006; Lys0, Sigma, 
L5501), medium (Arg6, Cambridge Isotope Lab (CIL), CNM-2265; Lys4, CIL, DLM-
2640), or heavy (Arg10, CIL, CNLM-539; Lys8, CIL, CNLM-291) forms to final 
concentrations of 28 μg/ml for arginine and 49 μg/ml for lysine. Selective antibiotic 
puromycin (10 mg/mL) for Noggin-Fc production or Zeocin (10 mg/mL) for R-spondin 1-
Fc production were added in the media during cell passages. Selection was stopped when 
cells were amplified in T175 cm² flasks. At confluence, cells were amplified in Advanced 
DMEM/F12 medium (without arginine or lysine) and supplemented with GlutaMAX (1X), 
HEPES (1X), penicillin (100 U/mL) and streptomycin (100 µg/mL) for 7 days, as well as 
the appropriate SILAC isotopes. Medium was then removed and centrifuged at 1000 rpm 
for 5 min. Supernatants containing R-spondin 1-Fc or Noggin-Fc were filtered through a 
0.22 µM membrane and stored at -80°C. Expression of R-spondin or Noggin was measured 
by dot blots through the Fc using secondary antibodies coupled to HRP. 
 
Organoid culture. Two-month-old mice were used for intestinal epithelial cell isolation. 
For each culture, crypts were isolated from one mouse jejunum with EDTA. Animal 
investigations and the experimental protocol were approved by the Institutional Animal 
Research Review Committee of the Université de Sherbrooke (protocol 360-14B), and all 
methods were carried out in accordance with regulations. Briefly, jejunum was opened 
longitudinally and rinsed in a Petri dish with cold PBS 1X. The intestine was then cut into 
pieces of 5 mm in length and fragments washed by stirring in a 50 mL Falcon tube 
containing PBS 1X. Intestinal fragments were transferred in a 50 mL Falcon tube 
containing 20 mL of 30 mM EDTA and incubated for 5 min on ice with gentle stirring. 
Fresh EDTA was substituted and further incubation was done for 20 min on ice. EDTA 
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was replaced with 40 mL of PBS 1X. The Falcon tube was shaken vigorously for 5-8 min 
or until dissociated crypts were visualized in the solution as determined under a 
microscope. The solution was filtered using a 70 µm cell strainer with crypts going through 
as opposed to residual villi being retained by the filter. Crypts were then centrifuged at 150 
x g for 5 min. The cell pellet was washed twice with 25 mL of Advanced DMEM/F-12 
medium. A second centrifugation was performed at 150 x g for 5 min. The pellet was then 
resuspended in 1 mL of Matrigel (BD Corning) and plated in a 48-well plate (Corning 
Costar) (20 µL/well).  
 
Organoid SILAC media. The organoid SILAC media added to Matrigel embedded cells 
consisted of 70% SILAC Advanced DMEM/F-12 Flex media (ThermoFisher) 
supplemented with 1,25 mM N-acetylcysteine (Sigma), 50 ng/mL EGF (Life 
Technologies), B27 supplement 1X (Life Technologies), N2 supplement 1X (Life 
Technologies), 10% SILAC Advanced DMEM/F-12 Noggin media, and 20% SILAC 
Advanced DMEM/F-12 R-Spondin 1. All culture medium contained arginine and lysine, 
either with the normal light isotopes of carbon, hydrogen and nitrogen (i.e. 12C14N) (light – 
“L”), or else with L-arginine-13C614N4 and L-lysine-2H4 (medium – “M”) or with medium 
containing L-arginine- 13C6-15N4 and L-lysine-13C6-15N2 (heavy – “H”). In some 
experiments, organoids were treated during 5 days with 5 µM CI994 (Cayman Chemical), a 
class I HDAC inhibitor. CI994 was diluted in DMSO and control organoids were 
supplemented with DMSO. We chose a CI994 concentration resulting in the most apparent 
phenotypic effect on organoid growth and appearance, in order to validate our method. 
 
Incorporation assay. Organoids (average of 250 organoids/well) were maintained in 
SILAC organoid light, medium or heavy media for several passages (every 5 to 7 days of 
culture) to allow SILAC isotope incorporation. Samples were collected at different time 
points (10, 15, 20, 25 and 30 days of culture) and analyzed by mass spectrometry to 
estimate incorporation by using medium/light and heavy/light ratios.  
 
Conservation and re-culturing assay. Organoids grown in SILAC organoid light, 
medium or heavy media for 20 days were harvested and resuspended in SILAC 
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conservation media composed of 70% dialyzed fetal bovine serum (Invitrogen), 15% 
DMSO and the desired SILAC Advanced DMEM/F-12 Flex light, medium or heavy 
media, stored at -80oC overnight before being transferred in liquid nitrogen. After 2 weeks, 
frozen organoids were thawed and grown as described before in the different SILAC media 
for 10 days (technically for a total of 30 days). Organoids were collected and analysed by 
mass spectrometry to confirm isotope incorporation.  
 
Sample collection. To assess level of isotopic incorporation and variability among CI994 
treatments, organoids were processed for HPLC-MS/MS analysis. The media was removed 
and each well was washed with cold PBS 1X. 300 µL of MatriSperse (Corning) was added 
per well and incubated for 30 min at 4°C. Organoids were then collected in Protein LoBind 
tube (Eppendorf) and centrifuged at 7000 rpm for 3 min at 4°C. The supernatant was 
removed and the cells were washed three times with cold PBS 1X, by centrifugation at 
7000 rpm for 3 min at 4°C. Cell pellets were then frozen at -80°C prior to mass 
spectrometry preparation and analysis. 
 
In-solution digestion. Frozen organoid samples were resuspended in a fresh 10 mM 
HEPES (pH 7.0-7.6), 8 M urea solution. Proteins were reduced in 3.24 mM dithiothreitol 
(DTT) and alkylated in 13.5 mM iodoacetamide. The final concentration of urea was 
lowered to 2 M with the addition of 50 mM ammonium bicarbonate (NH4HCO3). After 
BCA dosage, 15 µg of light and heavy condition samples were pooled and digested by 
trypsin prior to mass spectrometry analysis. 
 
Gel electrophoresis and in-gel digestion. For each time point, proteins were reduced in 10 
mM dithiothreitol (DTT), alkylated in 50 mM iodoacetamide prior to boiling in loading 
buffer, then separated by one-dimensional SDS-PAGE (4–12% Bis-Tris Novex mini-gel, 
Invitrogen) and visualized by colloidal Coomassie staining (SimplyBlue Safestain, 
Invitrogen). The entire protein gel lanes were excised and cut into 8 slices each. Every gel 
slice was subjected to in-gel digestion with trypsin (Drissi et al., 2015). The resulting 
tryptic peptides were extracted by 1% formic acid, then 100% acetonitrile, lyophilized in a 
speedvac, and resuspended in 1% formic acid. 
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Liquid chromatography-tandem MS (LC-MS/MS). Trypsin digested peptides were 
separated using an Ultimate U3000 (Dionex Corporation) nanoflow LC-system. Ten 
microliters of sample (a total of 2 μg peptide) were loaded with a constant flow of 4 μl/min 
onto a PepMap C18 trap column (0.3 mm id × 5 mm, Dionex Corporation). Peptides were 
then eluted onto a PepMap C18 nano column (75 μm × 50 cm, Dionex Corporation) with a 
linear gradient of 5–35% solvent B (90% acetonitrile with 0.1% formic acid) over 240 min 
with a constant flow of 200 nl/min. The performance liquid chromatography (HPLC) 
system was coupled to an OrbiTrap Q Exactive, via an EasySpray source. The spray 
voltage was set to 1.5 kV and the temperature of the column was set to 40°C. Full scan MS 
survey spectra (m/z 350–1800) in profile mode were acquired in the Orbitrap with a 
resolution of 70,000 after accumulation of 1,000,000 ions. The ten most intense peptide 
ions were fragmented by collision-induced dissociation (normalized collision energy 35% 
with a resolution of 17,500) after the accumulation of 50,000 ions. Maximal filling times 
were 250 ms for the full scans and 60 ms for the MS/MS scans. Precursor ion charge state 
screening was enabled and all unassigned charge states as well as singly, 7 and 8 charged 
species were rejected. The dynamic exclusion list was restricted to a maximum of 500 
entries with a maximum retention period of 60 s and a relative mass window of 10 ppm. 
The lock mass option was enabled for survey scans to improve mass accuracy. The lock 
mass option was enabled and data were acquired using the XCalibur software. 
 
Quantification and bioinformatic analysis. Protein identification and SILAC 
quantification were performed with MaxQuant version 1.5.2.8 (Cox et Mann, 2008) using 
the Uniprot mouse protein database containing 89,422 proteins, to which 175 commonly 
observed contaminants and all the reversed sequences had been added. The initial mass 
tolerance was set to 7 p.p.m. and MS/MS mass tolerance was 0.5 Da. Enzyme was set to 
Trypsin/P with 2 missed cleavages. Carbamidomethylation of cysteine was searched as a 
fixed modification, whereas N-acetyl protein and oxidation of methionine were searched as 
variable modifications. Identification was set to a false discovery rate of 1%. To achieve 
reliable identifications, all proteins were accepted based on the criteria that the number of 
forward hits in the database was at least 100-fold higher than the number of reverse 
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database hits, thus resulting in a false discovery rate of less than 1%. A minimum of 3 
peptides were quantified for each protein, and quantification performed only in the 
presence of 3 ratio counts. The mass spectrometry data have been deposited to the 
ProteomeXchange Consortium (http://proteomecentral.proteomexchange.org) via the 
PRIDE partner repository with the dataset identifier PXD004607.  
 
QPCR analysis. 2 ng of cDNAs, prepared from CI994-treated and untreated organoid 
mRNAs, were used for qPCR using the RT2 SYBR Green ROX qPCR Master Mix 
(Qiagen), and Up and Down oligonucleotides specific to ChgB, Muc2, Reg3β, Lgr5 and 
Sis were used for amplification (Supplementary Table 5). Relative quantification was 
assessed by Porphobilinogen deaminase (Pbgd) amplification. Ten min incubation at 95 °C 
was followed by 40 cycles of 10 s at 95 °C, 10 s at 60 °C and 20 s at 72 °C. Results are 
expressed as the mean ± S.E.M. Statistical significance was determined by performing 
unpaired t-tests.  
Western blot analysis. Whole organoid lysates were prepared with a lysis buffer 
containing 8 M urea. 15 µg of proteins from each CI994-treated and untreated condition 
were separated on 4–12% Bis-Tris NuPage precast gels (Life Technologies) and transferred 
to PVDF blotting membranes (Roche Applied Science). Western blotting was performed as 
described previously (Gonneaud et al., 2015). Antibodies used were: goat anti-Reg3β 
(AF1996, R&D Systems), goat anti-SIS (sc-27603, Santa Cruz Biotechnology), mouse 
anti-actin (MAB-1501, EMD Millipore), donkey anti-goat (sc-2020, Santa Cruz 
Biotechnology) and goat anti-mouse (sc-2005, Santa Cruz Biotechnology). Immune 
complexes were detected with Amersham ECL™ Western blotting detection reagents (GE 
Healthcare), according to the manufacturer's instructions. 
Statistical analysis. Pearson correlation coefficients were measured to evaluate the 
correlation between the two repeats of the CI994 5µM/DMSO experiments (figure 2c). 
Gene ontology analysis was done using the EASE score (a modified Fisher Exact P-Value) 
from DAVID 2.0 (p-value≤0.05) (figure 3a). Results of qPCR analysis are expressed as the 
mean ± S.E.M. and statistical signiﬁcance was determined using an unpaired t tests (figure 
3b).  
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5. CHAPITRE 4 : HDAC1 et HDAC2 dérégulent les processus métaboliques et de 
défense dans les entéroïdes. 
 
5.1 Matériels et méthodes 
 
5.1.1 Culture d’entéroïdes dans le milieu SILAC et spectrométrie de masse 
Des cryptes de jéjunum sont isolées à partir de souris de 3 mois délétées dès l’âge 
embryonnaire pour Hdac1 et/ou Hdac2 dans l’épithélium intestinal ou encore délétées pour 
Hdac1 et Hdac2 de façon inductible par le tamoxifène (Chapitre 1). Pour chaque mutant, 
les cryptes sont isolées à partir d'un jéjunum de souris avec une solution d'EDTA. 
Brièvement, le jéjunum est ouvert longitudinalement et rincé avec du PBS 1X froid. 
L'intestin est ensuite découpé en morceaux de 5 mm de longueur et les fragments lavés 
avec du PBS 1X. Les fragments intestinaux sont transférés dans un tube Falcon de 50 ml 
contenant 20 ml d'EDTA 30 mM et incubés pendant 5 min sur de la glace avec une 
agitation douce. La solution d’EDTA est changée pour une nouvelle solution d’EDTA 
pendant 20 min. La solution est ensuite remplacée par 40 ml de PBS 1X. Le tube Falcon est 
secoué vigoureusement pendant 5 à 8 min ou jusqu'à ce qu'une bonne quantité de cryptes 
dissociées soit observée au microscope. La solution est filtrée à l'aide d'un tamis cellulaire 
de 70 µm (Falcon Corning, Durham, NC, USA) afin de ne récupérer que les cryptes. Les 
cryptes sont ensuite centrifugées à 150 x g pendant 5 min. Le culot cellulaire est lavé deux 
fois avec 25 ml de milieu Advanced DMEM/F-12 (Thermo Fisher Scientific) contenant des 
antibiotiques (Pen/Strep) (Wisent, St-Bruno, QC, Canada). Une dernière centrifugation est 
effectuée à 150 x g pendant 5 min. Le culot est ensuite remis en suspension dans 1 mL de 
Matrigel (BD Corning, BD Corning, Durham, NC, USA) et mis en culture dans une plaque 
de 48 puits (Costar Corning, Durham, NC, USA) (20 µL/puits). Les cryptes mises en 
culture dans du Matrigel forment des entéroïdes dans un milieu de culture ENR composé 
de milieu Advanced DMEM/F-12 (Thermo Fisher Scientific) supplémenté avec 1,25 mM 
N-acétylcystéine (Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada), 50 ng/mL EGF (Life 
Technologies), B27 1X (Life Technologies), N2 1X (Life Technologies), en présence de 
milieu SILAC contenant des isotopes légers d’arginine et lysine (RO, KO) pour les 
entéroïdes contrôle, moyens (R6, K4) pour les entéroïdes Hdac1-/- et lourds (R10, K8) pour 
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les entéroïdes Hdac2-/-. Après 30 jours de culture, les entéroïdes sont récoltés puis subissent 
les différents traitements afin de pouvoir être analysés par spectrométrie de masse 
(Chapitre 3). L’ensemble des étapes suit le protocole décrit dans le chapitre 3. Les 
entéroïdes délétés pour Hdac1 et 2 ont été cultivé dans du milieu ENR standard. Pour 
induire la délétion dans le modèle inductible Hdac1/2 -/- Villine-CreER, du 4-hydroxy 
Tamoxifène 0,5 µM (OHT) (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, USA) est ajouté 
au milieu ENR pendant tout le temps de la culture, soit 5 jours puis 3 jours supplémentaires 
après le passage. L’effet de la perte de HDAC1 et 2 dans ces deux derniers modèles 
d’entéroïde a été observé au microscope Leica DC300, grossissement 20x (Leica 
Microsystems Inc., Concord, ON, Canada).  
 
5.1.2 Extraction des protéines et immunobuvardage  
Les entéroïdes sont récoltés selon le protocole décrit dans le chapitre 3. Brièvement, les 
puits contenant les entéroïdes sont lavés au PBS 1X, suivi par l’ajout de la solution Cell 
Recovery (Corning) pour dissoudre le Matrigel et extraire les entéroïdes. Les entéroïdes 
sont récupérés et lysés dans du tampon Laemmli 1 X (62,5 mM Tris-HCl pH 6,8, 2% SDS, 
10% glycérol) pour extraire les protéines totales (Turgeon et al., 2008, Turgeon et al., 
2013). La trousse de dosage des protéines au BCA est utilisée (Pierce BCA Protein Assay 
Kit, Thermo Fisher Scientific). Les protéines sont séparées sur un gel SDS-polyacrylamide 
10% puis électrotransférées sur une membrane de PVDF (Roche Molecular Biochemicals, 
Laval, QC, Canada). Les membranes sont ensuite bloquées dans une solution TBS-T (20 
mM Tris-HCl pH 7,6, 137 mM NaCl, 0,05% Tween-20) contenant 5% de lait, pendant 1 h. 
Puis, les membranes sont incubées toute la nuit à 4°C avec agitation, en présence 
d’anticorps primaires dirigés contre HDAC1 ou HDAC2 ((Abcam Inc., Cambridge, MA, 
USA) ou contre l’actine (Millipore, Billerica, MA, USA). Les membranes sont lavées 3 
fois pendant 10 min dans du TBS-T 1 X, puis incubées pendant 1 h à température ambiante 
avec agitation, avec l’anticorps secondaire approprié couplé à la peroxydase de raifort 
(HRP), soit anti-lapin (sc-2004), soit anti-souris (sc-2005), dilué 1000 fois dans la solution 
de blocage (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA). Les membranes sont 
de nouveau lavées 3 fois pendant 10 min avec du TBS 1X contenant 0,05% Tween-20. Les 
complexes anticorps-antigènes sont révélés avec la trousse de détection Amersham ECLTM 
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(GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) par autoradiographie (Films HyBlot ES, Denville 
Scientific Inc., Metuchen, NJ, USA).  
 
5.1.3 RT-PCR semi-quantitative  
Les ARN totaux isolées des entéroïdes sans Hdac1 ou sans Hdac2 sont isolés avec la 
trousse RNeasy plus Mini (Qiagen, Mississauga, ON, Canada). Les ADNc sont synthétisés 
à partir de 1 µg d'ARN, avec comme amorce l’oligo dT15 et la transcriptase inverse 
Superscript II (Life Technologies Inc., Burlington, ON, Canada). Les ADNc sont amplifiés 
avec la trousse Taq PCR Master (Qiagen, Mississauga, ON, Canada) avec des amorces 
PCR correspondant aux séquences des gènes murins de Hdac1 et Hdac2 (HDAC1 : sens -
5’- TGAGGACTGTCCGGTGTTTG-‘3 et antisens 5’ CACACTTGGCGTGTCCTTTG-‘3 
(563 pb), HDAC2 : sens 5’-ATGGCGTACAGTCAAGGAGG-‘3 et antisens 5’- 
GGTCATCACGCGATCTGTTG-‘3) (588 pb)) pour confirmer la présence ou non du 
transcrit. L'amplification comprend plusieurs étapes, notamment un premier cycle à 94°C 
pendant 5 min ; 30 cycles de 1 min à 94°C, 45 sec à 62°C et en diminuant de 0,3°C à 
chaque cycle ; 1 min à 72°C ; un cycle final de 1 min à 94°C et 10 min à 72°C. La 
quantification relative est déterminée par amplification de l’ADNc de la glycéraldéhyde-3-
phosphate déshydrogénase (GAPDH : Sens - 5'-CCAAAGTTGTCATGGATGAC-'3 et 
antisens 5'-GTGAAGGTCGGTGTGAACGG-'3) (496 pb). Les produits de PCR amplifiés 
sont séparés sur un gel d'agarose 1,5% et visualisés par coloration avec une solution 
RedSafeTM (Froggabio, North York, ON, Canada).).  
 
5.1.4 Analyse bio-informatique 
Une fois trié, les données comparatives de protéomique (SILAC) pour les entéroïdes sans 
Hdac1 ou Hdac2, et contrôle sont analysées avec le logiciel DAVID 2.0 pour l’ontologie 
des gènes (Dennis et al., 2003) pour identifier les processus biologiques affectés suite à la 
perte de HDAC1 ou de HDAC2, avec une p-value < 0,05 et le logiciel Ingenuity 
PathwayAnalysis(IPA)(Qiagen,https://www.qiagenbioinformatics.com/products/ingenuityp
athway-analysis)). Ce logiciel permet d’identifier les principales voies biologiques 
modifiées, les liens et les variations entre les différents échantillons et également de prédire 
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l’activation de certaines voies (URA – Z-score) par recoupage et intégration/interrogation 
avec les bases de données IPA (Kramer et al., 2014). 
 
5.2 Résultats 
Pour déterminer l’effet intrinsèque de HDAC1 ou HDAC2 sur les CEI, nous avons 
d’abord mis en culture des CEI obtenues à partir des cryptes de jéjunum des souris Villine-
Cre sans Hdac1 et Hdac2. Nous avons observé que les entéroïdes mutants ne survivaient 
pas plus de trois jours en culture comparativement aux entéroïdes contrôle (Figure 28). 
Nous avons ensuite mis en culture des entéroïdes à partir de cryptes de jéjunum de souris 
Villine-CreER Hdac1 et Hdac2. Nous avons induit la délétion en ajoutant de l’OHT au 
milieu de culture. Des traitements de huit jours au total (5 jours en culture puis 3 jours 
après le passage des entéroïdes) ont mené à la délétion de Hdac1 et Hdac2 (Figure 28), et 
ont entraîné un arrêt de la croissance des entéroïdes, contrairement aux entéroïdes contrôle 
(Figure 28). Ces résultats suggèrent que des composants de l’environnement de la 
muqueuse intestinale, altérée suite à la délétion de Hdac1 et Hdac2 dans l’épithélium, 
pourrait jouer un rôle dans la survie et la croissance des CEI sans Hdac1 et Hdac2 chez 
l’animal. 
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Figure 28 Les entéroïdes ne peuvent pas se développer sans Hdac1 et Hdac2. A. Les 
entéroïdes provenant de jéjunum de souris invalidées embryonnairement pour Hdac1 et 
Hdac2 ne survivent pas plus de 72 h après leur mise en culture et dégénèrent. B. 
L’induction de la délétion de Hdac1 et Hdac2 dans le modèle de culture Villine-CreER 
provoque le même phénotype que pour le modèle Villine-Cre après 8 jours de culture (5 
jours suivis de 3 jours après le passage des entéroïdes). Grossissement 20X. 
 
Nous avons ensuite mis en culture des entéroïdes à partir de souris Villine-Cre 
délétées pour Hdac1 ou Hdac2, afin de déterminer les différences au niveau du protéome 
qui pourraient être associées à l’un ou l’autre isoforme. Contrairement à l’arrêt de 
croissance observé dans le double mutant, l’absence de Hdac1 ou Hdac2 n’entraîne pas de 
différences notables dans la croissance des entéroïdes, bien que les entéroïdes sans Hdac2 
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semblent plus "fragiles" durant les passages (données non montrées). Cela peut être dû à la 
compensation de la perte de l’un par rapport à l’autre. Nous avons validé l’absence de 
Hdac1 ou Hdac2, autant au niveau de l’ARNm que de la protéine (Figure 29). Puis, nous 
avons procédé à la mise en culture dans un milieu SILAC afin de déterminer le protéome 
de ces organoïdes, selon la technique que nous avons établie (Chapitre 3) (Gonneaud et al., 
2016).  
 
 
Figure 29 Les niveaux d’ARNm et de protéines de HDAC1 et de HDAC2 sont réduits 
dans les entéroïdes obtenus de jéjunum de souris Villine-Cre correspondantes. A. Les 
ADNc provenant des ARNm d’entéroïdes contrôle, sans Hdac1 ou sans Hdac2 ont été 
amplifiés par PCR semi-quantitatif, en utilisant GAPDH comme contrôle. Les flèches 
indiquent les bandes correspondant à HDAC1 ou HDAC2. B. Les protéines isolées 
d’entéroïdes contrôle, sans Hdac1 ou sans Hdac2 ont été séparées sur gel SDS-
polyacrylamide, transférées sur membrane et révélées avec des anticorps contre HDAC1, 
HDAC2 et l’actine. Les flèches indiquent les bandes correspondant à HDAC1 ou HDAC2.  
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Après six passages et trente jours de culture, les entéroïdes ont été récoltés. Les 
protéines ont été extraites, dosées, réduites, alkylées et digérées à la trypsine avant d’être 
analysées par spectrométrie de masse (Gonneaud et al., 2016). L’analyse bio-informatique 
a été réalisée en utilisant le logiciel IPA et sa base de données. Nous avons identifié les 
voies et les fonctions biologiques principalement modifiées dans les entéroïdes suite à la 
perte de Hdac1 ou Hdac2, ainsi que les pathologies reliées, de même que les prédictions 
d’activation ou d’inhibition de certaines voies ou mécanismes biologiques avec le 
Upstream Regulator Analysis (URA), comme fait précédemment dans le chapitre 2. 
  
Au regard des résultats liés à la perte de Hdac1 dans les CEI, plusieurs voies 
canoniques principales telles que les voies métaboliques, notamment celles reliées à la 
beta-oxydation ou la dégradation de l’éthanol, deux voies permettant la production 
d’acétyl-CoA, le substrat énergétique et source de groupement acétyl, semblent altérées 
(Tableau 5). Il est intéressant de constater que des voies associées à la méthylation de 
l’ADN par exemple sont aussi altérées. D’un point de vue pathologique, les cibles 
protéiques de HDAC1 recouvrent l’ensemble des maladies gastro-intestinales, 
métaboliques et inflammatoires (Tableau 5).  
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Tableau 5 La perte de Hdac1 dans les entéroïdes affecte des cibles associées au 
métabolisme et à des mécanismes épigénétiques. Le tableau représente les principales 
voies canoniques et les régulateurs identifiés par les bases de données IPA. Les analyses 
permettent d’apprécier les fonctions biologiques et pathologiques associées à la perte 
intrinsèque de Hdac1 dans les entéroïdes (p-value < 0,05). 
 
Parmi les régulateurs prédits pour être activés, et en accord avec l’analyse IPA, 
nous retrouvons des facteurs de transcription impliqués dans le métabolisme lipidique et la 
réponse à des produits de l’environnement, comme PPARα, PPARγ ou encore HNF4α. 
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L’histone-lysine N-méthyltransférase 2D (KMT2D), une régulatrice majeure de la 
méthylation sur H3 lysine 4 (H3K4), est prédite pour être activée (Tableau 6).  
 
Tableau 6 Analyse des régulateurs prédits pour être activés ou réprimés suite à la 
perte de Hdac1 dans les entéroïdes. Les résultats de prédictions d’activation des 
régulateurs sont indiqués en rosé et les résultats de prédictions de répression des 
régulateurs en bleu (Z-score > 2 et < -2). 
 
Certaines voies similaires à celles affectées en l’absence de Hdac1 sont aussi 
retrouvées en absence de Hdac2. En effet, des voies associées aux récepteurs hormones 
stéroïdiennes semblent aussi altérées, mais contrairement aux voies métaboliques sans 
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Hdac1, l’absence de Hdac2 affecterait davantage les voies associées aux réponses à 
l’environnement, comme le récepteur AhR qui transmet les signaux provenant des 
xénobiotiques et produits bactériens, entre autres (Tian et al., 2015), et le récepteur PXR 
qui transmet ceux de xénobiotiques et des sels biliaires, entre autres (Qiu et al., 2016). La 
réponse au stress oxydatif médiée par NRF2 serait également affectée (Nguyen et al., 
2009). Il est intéressant de noter que le récepteur AhR présente également des fonctions de 
régulation du stress oxydatif et de la réponse inflammatoire. L’analyse IPA a identifié le 
même type de pathologies associées à l’absence de Hdac2 qu’à celle de Hdac1 (Tableau 7). 
 
 
Tableau 7 La perte de Hdac2 dans les entéroïdes affecte des cibles associées à la 
gestion du stress oxydatif, la réponse aux xénobiotiques et au métabolisme lipidique. 
Le tableau représente les principales voies canoniques et les régulateurs identifiés par les 
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bases de données IPA. Les analyses permettent d’apprécier les fonctions biologiques et 
pathologiques associés à la perte intrinsèque de Hdac2 dans les entéroïdes (p-value < 0,05). 
 
Les données URA prédisent, comme pour HDAC1, une activation de HNF4α, 
couplée cette fois à celle de HNF1α et PPARγ. La voie du régulateur NRF2 (NFE2L2) est 
activée, suggérant une activation de la réponse au stress oxydatif. Cela peut être due à des 
défauts dans leur production, suite à une hyperactivité mitochondriale, par exemple, ou due 
à une meilleure gestion de leur niveau. Alors que la voie de HDAC2 est inhibée, celle 
associée au HDACi VPA est prédite à la hausse. Il faut noter que le VPA est considéré 
comme un inhibiteur non-spécifique des HDAC de classe I, et qu’il peut altérer d’autres 
voies de signalisation, notamment celle de Notch (Sun et al., 2015). Il faut aussi noter que 
l’absence de Hdac2 pourrait être aussi associée à une inhibition possible d’une voie 
associée à l’inflammation, comme la voie activée par des composés bactériens, comme le 
E. coli B5 lipopolysaccharide (Tableau 8). Cet effet peut être en relation ou le résultat de 
l’activation de la voie canonique du récepteur Ah (Tableau 8).  
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Tableau 8 Analyse des régulateurs prédits pour être activés ou réprimés suite à la 
perte de Hdac2 dans les entéroïdes. En rouge, les résultats de prédictions d’activation et 
en bleu de répression des régulateurs (Z-score > 2 et < -2). 
 
L’ensemble de ces analyses nous suggèrent des fonctions communes et spécifiques 
reliées à la perte de Hdac1 ou de Hdac2 dans les entéroïdes et d’ainsi étudier leurs effets 
dans les CEI de manière environnement indépendante. Comme pour les résultats observés 
dans le chapitre 2, une validation fonctionnelle dans les voies prédites pour varier sera 
nécessaire. Bien que des voies associées aux récepteurs aux hormones stéroïdiennes 
semblent affectées en l’absence de l’un ou l’autre Hdac, il est intéressant de noter que 
l’absence de Hdac1 semble altérer davantage des voies régularisant le métabolisme, 
comme la beta-oxydation et la dégradation de l’éthanol, alors que l’absence de Hdac2 
touche davantage des voies associées à la réponse à l’environnement. De plus, l’absence de 
Hdac2 semble modifier des voies reliées au stress oxydatif et à la réponse inflammatoire 
aux produits bactériens. Certaines voies métaboliques sont retrouvées communément 
affectées par ces pertes, ces effets peuvent être envisagés comme une adaptation des 
entéroïdes afin de mieux supporter une demande accrue en groupement acétyl lié à la perte 
d’une de ces Hdac. Il est important de noter que ces voies ne seraient pas les mêmes, 
HDAC1 affecterait plus le catabolisme alors que HDAC2 affecterait plus le stress oxydatif 
(peut être due à des perturbations dans les voies de synthèse énergétiques) et la 
signalisation par le récepteur Ah. La délétion de Hdac2 suggère une implication accrue 
dans les mécanismes de défense de la CEI. Il serait dès lors intéressant d’étudier la réponse 
à des stress inflammatoires type microbien dans ces entéroïdes. Cela permettrait de 
déterminer si la perte intrinsèque de Hdac1 ou de Hdac2 dans les CEI pourrait améliorer ou 
au contraire amplifier les effets de l’inflammation.  
  
6. Discussion  
 
6.1. HDAC1 et HDAC2 CEI-spécifiques ont des rôles similaires et distincts dans le 
contrôle de l’homéostasie intestinale 
Grâce au modèle murin Villine-Cre qui permet une délétion CEI-spécifique durant 
l’embryogénèse, nous avons étudié l’effet de la délétion de Hdac1 et Hdac2 uniquement 
dans les CEI. Les études sur les souris ont porté à la fois sur l’intestin proximal et sur le 
côlon, notamment pour l’étude lors d’une colite chimique induite par le DSS. Pour les 
approches -omics et les entéroïdes, nous avons utilisé les CEI provenant du jéjunum. Dans 
les études précédentes, nous avons observé que la double perte de Hdac1 et de Hdac2 dans 
les CEI entraîne des altérations de la fonction barrière physique et chimique, une 
hyperplasie, la perte de cellules de Paneth et de cellules à mucus et l’augmentation de 
l’expression de gènes pro-inflammatoires dans la muqueuse, indicatif du recrutement de 
cellules immunitaires (Turgeon et al., 2013). Il est intéressant de noter que les souris sans 
Hdac2 ou Hdac1 dans les CEI ne présentent pas de désorganisation apparente de 
l'architecture des tissus, d'hyperplasie ou encore de défauts de différenciation (Turgeon et 
al., 2014).  
 
 L’augmentation de l'expression de gènes inflammatoires dans la muqueuse de 
souris Villine-Cre Hdac1-/-;Hdac2-/- est en partie causée par la fonction barrière altérée 
menant à une interaction accrue de la muqueuse avec le microbiote intestinal. Ceci mène à 
un nouvel équilibre homéostatique, créant un milieu inflammatoire chronique, comme le 
montrent les analyses de micropuce de la muqueuse intestinale au complet. Les souris 
mutantes vivent plus d'un an sans décès ou autres complications.  
 
La perte des cellules de Paneth et la diminution des cellules à mucus déstabilisent la 
fonction protection de la barrière. Néanmoins, une augmentation des peptides anti-
microbiens comme REG3γ est observée, suggérant la mise en place d'un nouveau 
mécanisme de défense qui sépare le microbiote de la surface intestinale de la muqueuse 
(Vaishnava et al., 2011). En effet, REG3γ affiche des activités bactéricides sélectives pour 
les bactéries Gram-positives (Cash et al., 2006) et est, de plus, induit dans les maladies 
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inflammatoires intestinales (MII) (Keilbaugh et al., 2005, van Beelen Granlund et al., 
2013). Ce nouvel équilibre pourrait donc être atteint via une adaptation du dialogue entre le 
microbiome, l’épithélium et le système immunitaire sous-jacent. En effet, il est reconnu 
que les interactions entre la microflore et les CEI, notamment via les PRR (NLR et TLR) 
(Maynard et al., 2012), peuvent instaurer des mécanismes de régénération de l’épithélium 
(Rakoff-Nahoum et al., 2004), et également instruire le système immunitaire (Skoczek et 
al., 2014). Cela pourrait corréler avec un recrutement de différentes cellules immunes qui à 
leur tour vont sécréter des cytokines et immunoglobulines, entre autres, pour contrôler le 
microbiote. Ceci pourrait également envoyer des signaux à la niche épithéliale pour 
favoriser sa régénération, en induisant de multiples voies comme les voies IL6/IL22-
STAT3 (Lindemans et al., 2015). Cette voie peut agir à la fois sur la prolifération et sur la 
réponse inflammatoire (Lin et al., 2011, Karin et Clevers, 2016). 
 
Néanmoins, des différences sont observées lors d’un traitement au DSS, où les 
dommages sont aggravés chez le double mutant, alors que la perte de Hdac2 diminue les 
symptômes reliés à la colite. Les données de micropuce sur la muqueuse colonique totale 
indiquent que la perte de Hdac2 conduit à une expression basale dérégulée d'un sous-
ensemble de gènes inflammatoires, soit à la baisse ou à la hausse, tels que REG3γ. Il est à 
noter que les souris mutées pour Hdac2 affichent une expression accrue de gènes 
spécifiques de la plupart des CEI comme REG3β, REG3γ, des protéines de transport 
lipidique, APOA1 ou APOA4, alors que les gènes liés à la fonction des cellules 
immunitaires sont régularisés à la baisse, comme CD3 ou le facteur du complément D, 
suggérant une réduction du recrutement de cellules immunes. Au contraire, les souris 
mutées pour Hdac1 et traitées au DSS ne présentent pas de modifications apparentes dans 
les symptômes de la colite et sont aussi sensibles que les souris contrôle (Gonneaud et al., 
2015). 
 
Donc, l’absence de Hdac1 et Hdac2 entraîne la production d’une inflammation 
chronique, par le recrutement de cellules immunitaires, entre autres. Ces études ne nous ont 
néanmoins pas permis de déterminer directement l’état inflammatoire ou non, des CEI sans 
Hdac1 et Hdac2 (voir plus loin). Ces données mettent aussi en évidence des fonctions 
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partagées et spécifiques pour HDAC1 et HDAC2, et suggèrent que différents niveaux 
d’expression de HDAC1 et HDAC2 pouvaient entraîner différents phénotypes. Ces aspects 
nous ont donc poussés à déterminer à quel point des variations dans les niveaux de HDAC1 
ou HDAC2 maintiennent une homéostasie intestinale et à vérifier le phénotype de souris 
sans Hdac1 et Hdac2 dans les CEI chez l’adulte. Nous avons d’abord généré des souris 
hétérozygotes délétées pour Hdac1 avec un allèle de Hdac2 et des souris délétées pour 
Hdac2 avec un allèle de Hdac1 (Chapitre 1,(Gonneaud et al., 2015)).  
 
Nous avons montré que différents niveaux d'expression des HDAC sont associés à 
divers changements phénotypiques dans le modèle de la souris Villine-Cre, et que HDAC2 
est un régulateur crucial de l'homéostasie intestinale. En effet, les souris avec un allèle de 
Hdac2 sans Hdac1 présentent des phénotypes intermédiaires par rapport aux souris doubles 
mutantes. De plus, les deux modèles Hdac1- / - ; Hdac2- / - et Hdac1- / - ; Hdac2+/- dans les 
CEI partagent des défauts phénotypiques, notamment une prolifération accrue, une 
réduction du nombre de cellules à mucus, une perte de polarité et d’architecture tissulaire, 
une expression accrue de marqueurs entérocytaires, une augmentation du recrutement de 
cellules immunitaires et de la fibrose du tissu colique, ainsi qu’une sensibilité accrue à la 
colite induite par le DSS. Cependant, une différence importante par rapport aux souris 
doubles mutantes concerne la migration, qui n’est pas augmentée. La perméabilité 
intestinale, suite au traitement au DSS, montre une tendance à la hausse, mais non 
significative, et le nombre de cellules de Paneth n’est pas modifié de manière significative 
chez les souris avec un allèle de Hdac2 par opposition aux souris doubles mutantes.  
 
De plus, une activation intermédiaire des voies Notch, mTOR et STAT3 est 
observée chez la souris hétérozygote Hdac2 en l'absence de Hdac1, comparativement aux 
souris doubles mutantes. En revanche, la présence d'un allèle de Hdac1, en l’absence de 
Hdac2, est suffisante pour maintenir apparemment l’homéostasie intestinale, sans 
suractivation des voies Notch, mTOR et STAT3. Cependant, quelques variations sont 
observées, comme l'expression du marqueur de l’intestin grêle, la sucrose-isomaltase, dans 
le côlon, une diminution à des niveaux intermédiaires de la claudine 3, et une sensibilité 
accrue à la colite induite par le DSS, malgré une perméabilité comparable à celle des souris 
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contrôle en présence du DSS. Les deux hétérozygotes donnent donc le même phénotype 
face à un traitement au DSS (DAI augmenté dans les deux par rapport au contrôle) avec pas 
ou peu d’effets sur la perméabilité, possiblement dû à une expression restante de certains 
gènes dans les CEI des hétérozygotes (similaires entre les 2) qui peuvent contrôler 
positivement la perméabilité. Cependant, l’expression d’autres gènes n’est pas suffisante 
pour contrôler la colite. 
 
De manière intéressante, l’équipe d’Artis a montré que la délétion dans les CEI d'un 
autre membre de la classe I des HDAC, à savoir Hdac3, entraîne une perturbation de la 
fonction barrière, une diminution du nombre de cellules de Paneth et une augmentation de 
la prolifération dans les cryptes. Alors que cette délétion n’entraîne pas d’anomalies 
apparentes de l'architecture du tissu ou de la cellule, des changements dans la composition 
de microbiote et une sensibilité accrue à la colite chimique induite par le DSS sont 
néanmoins retrouvés. Ces données suggèrent donc que les HDAC de classe I pourraient 
partager des fonctions similaires dans le maintien de l’homéostasie intestinale normale et 
en conditions de stress, tels que lors d’une colite (Alenghat et al., 2013). 
 
Dans nos modèles de souris, il est intéressant de noter que certains niveaux 
d’expression de HDAC1 ou de HDAC2 permettent d’assurer un développement normal de 
l’épithélium intestinal. Comme le nombre de cellules de Paneth ne semble pas 
significativement affecté dans les deux modèles hétérozygotes, ceci suggère que la niche 
épithéliale reste stable. En effet, les cellules de Paneth contribuent au maintien et au 
développement de la crypte. Ces cellules expriment de l’EGF, le TGFα, le WNT3 ou 
encore le ligand Notch DLL4, des signaux essentiels pour le maintien des cellules souches 
Lgr5+ de la crypte intestinale (Sato et al., 2011). Il est à noter que le double mutant a peu 
de cellules de Paneth mais maintient la prolifération dans la crypte, suggérant une 
implication de l’environnement. Nous reviendrons plus loin là-dessus. Nos données 
suggèrent que la fonction barrière et immunitaire de la muqueuse dépendent fortement des 
niveaux d'activité de HDAC2. Les changements opérés chez l’hétérozygote HDAC2, 
comme une augmentation de la prolifération des CEI associée à une diminution du nombre 
de cellules à mucus, corrèle avec une augmentation de Notch clivé, l'activation de la voie 
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mTOR et celle de STAT3. Ces modifications peuvent influencer les cellules de la TA à se 
différencier en faveur des entérocytes. Des données récentes ont montré un lien entre 
l'activation des voies mTOR, Notch et STAT3. En effet, l'activation de mTOR entraîne 
celle de Notch dans des cellules de carcinome du côlon (Zhou et al., 2014, Zhou et al., 
2015), et l'activation de Notch et STAT3 dans d'autres types de cellules (Ma et al., 2010). Il 
est à noter que l'activation de STAT3 (Neufert et al., 2010) et Notch (Sancho et al., 2015) 
sont importantes pour la régénération des CEI en cas de lésion ou d’inflammation (Karin et 
Clevers, 2016). Les mécanismes activant ces voies sont généralement inter-reliés et 
souvent impliqués dans les MII. Une activité élevée de mTOR a été observée dans les CEI 
de patients atteints de MII (Deng et al., 2010) et des inhibiteurs de TORC1, comme le 
Sirolimus, se sont révélés efficaces pour diminuer les symptômes de colite chez la souris 
(Yin et al., 2013). 
 
De plus, certaines protéines impliquées dans les voies de Notch, STAT3 et mTOR, 
tels que Notch et STAT3 elles-mêmes, et les S6 kinases, peuvent être acétylées, ce qui 
entraîne une régulation de la stabilité et/ou de l'activité des protéines (Lee et al., 2009, 
Fenton et al., 2010, Guarani et al., 2011). Il serait dès lors intéressant de déterminer si 
l'activation de ces voies est due à l'acétylation directe des cibles protéiques et à leur 
contrôle par HDAC1 et/ou HDAC2 et de comprendre l’acétylome dépendant de HDAC1 et 
HDAC2. L'acétylome, qui est l'ensemble complet des acétylations de protéines, est contrôlé 
par l'activité HDAC et aussi par l'environnement, comprenant le métabolisme cellulaire, 
l'alimentation et les produits bactériens. En effet, le métabolisme induit des variations dans 
les niveaux nucléaires d'acétyl-CoA modifiant l'acétylation des histones (Wellen et al., 
2009, Patel et al., 2011). En outre, les niveaux d'acétylation sont régularisés par des 
HDACi endogènes, tels que le sphingosine phosphate (Hait et al., 2009), le β-
hydroxybutyrate (Shimazu et al., 2013) et la carnitine (Huang et al., 2012), dont les 
niveaux varient selon le métabolisme cellulaire. Les produits diététiques dérivés du régime 
alimentaire ou modifiés par voie bactérienne modulent l'activité des HDAC et le patron 
d'acétylation (Ho et Dashwood, 2010). Le microbiote est essentiel pour établir l'acétylome, 
comme le montrent les protéines acétylées augmentées dans le foie et l'intestin de souris 
sans germe réimplantées avec des microbes intestinaux (Simon et al., 2012). Les HDACi 
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pharmacologiques, qui augmentent l'acétylation des protéines, sont anti-inflammatoires 
dans des modèles murins de colite (Edwards et Pender, 2011).  
 
6.2. L’environnement de la muqueuse semble important dans le maintien des CEI 
sans Hdac1 et Hdac2 
Les modèles murins Villine-Cre induisent des délétions de Hdac1 et/ou Hdac2 dès 
le 15e jour de développement embryonnaire. Ceci laisse du temps pour établir des 
mécanismes de compensation et l’établissement d’un nouvel équilibre homéostatique, 
permettant peut-être la survie des souris sans Hdac1 et Hdac2 dans l’épithélium. Nous 
avons aussi remarqué que la délétion n’est pas complète, et que certaines cellules 
conservent HDAC1 ou HDAC2, même si la plupart n’ont ni l’un ni l’autre. Néanmoins, 
nous avons voulu vérifier la conséquence de l’ablation de HDAC1 et HDAC2 dans les 
souris adultes. Nous avons utilisé deux modèles de délétion inductibles pour étudier l'effet 
de la délétion de Hdac1 et Hdac2 chez des souris adultes, soit le modèle Ah-Cre, qui induit 
le récepteur AhR retrouvé sur les CEI et les cellules immunitaires entre autres, et inductible 
par le naphtoflavone (Ireland et al., 2004), et les souris Villine-CreER, qui assure 
l’expression d’une recombinase Cre fusionnée à une portion du récepteur des œstrogènes 
inductible par le Tamoxifène (el Marjou et al., 2004).  
 
D’abord, l'induction de la délétion de Hdac1 et Hdac2 dans les souris Ah-Cre a 
entraîné après 6 jours de traitement la mort des souris, associée non seulement à des 
défauts sévères au niveau de l’intestin, notamment un épithélium érodé, des zones cryptales 
éliminées, une prolifération réduite et une diminution du nombre de cellules de Paneth et 
de cellules à mucus, mais aussi à des défauts de prolifération et de différenciation au 
niveau de l’estomac. En plus de la perte de prolifération, les dommages à l’ADN résultant 
de la présence de ruptures d’ADN double brin sont augmentés, tels que démontré par la 
présence de zones comprenant γ-H2AX phosphorylé, un marqueur de ce type de 
dommages (Redon et al., 2012). Des dommages à l'ADN ont également été observés in 
vivo dans des cellules neurales avec la double délétion de Hdac1 et de Hdac2 (Hagelkruys 
et al., 2014). Il a également été montré que la perte de Hdac1 et de Hdac2 affecte la 
croissance de cellules tumorales en culture, en déstabilisant la ségrégation des 
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chromosomes, créant des catastrophes mitotiques (Jamaladdin et al., 2014). Ainsi, la 
délétion induite de Hdac1 et Hdac2 chez l’adulte révèle leur importance dans la régulation 
de la réplication de l'ADN et de la réparation de l'ADN (Miller et al., 2010, Bhaskara et al., 
2013, Bhaskara, 2015). Récemment, Zimberlin et al. (2015) ont démontré un phénotype 
similaire en supprimant à la fois Hdac1 et Hdac2 dans l'épithélium intestinal dans le même 
modèle Ah-Cre. Alors que la réponse aux dommages causés par l'ADN n'a pas été étudiée, 
les auteurs ont observé que la délétion inductible de Hdac1 et Hdac2 entraîne une 
altération du développement de l’épithélium in vivo et en culture d’entéroïdes de CEI 
provenant du jéjunum, comme en témoigne une diminution d’expression des marqueurs de 
cellules souches. Ainsi, en plus des fonctions de régulation dans la réparation de l'ADN des 
CEI, HDAC1 et HDAC2 peuvent jouer un rôle essentiel dans la définition du caractère 
souche des CEI (Zimberlin et al., 2015). 
 
A la lumière de ces résultats, nous pourrions donc supposer que la perte de Hdac1 
et Hdac2 à l’âge adulte est létale parce qu’il n’y a pas de mécanismes de compensation qui 
se sont établis pour assurer la survie des CEI sans Hdac1 et Hdac2. Une signalisation 
régénératrice, comme observée dans le double mutant embryonnaire, n’a pas le temps de se 
former. Ce même effet a été observé dans des fibroblastes de souris dans lesquels Hdac1 et 
Hdac2 ont été délétés de manière inductible (Yamaguchi et al., 2010). 
 
De façon surprenante, la suppression de Hdac1 et Hdac2 dans les CEI dans le 
modèle Villine-CreER chez la souris adulte donne des résultats différents. En effet, la 
délétion entraîne, après 6 jours de traitement, des défauts d'architecture tissulaire associés à 
des cryptes élargies, avec une diminution du nombre de cellules à mucus, sans effet sur la 
prolifération et le nombre de cellules de Paneth. Comme observé dans le modèle Villine-
Cre, la délétion n’est pas complète, avec une expression hétérogène, principalement de 
HDAC2, alors que l’inactivation de Hdac1 est presque complète. Zimberlin et al. (2015) 
ont montré que la suppression par Ah-Cre d'un allèle de Hdac2 et des deux allèles de 
Hdac1 entraîne des défauts de différenciation et d’architecture intestinale ressemblant 
étroitement à ceux obtenus dans nos modèles doubles mutants Hdac1 et Hdac2 Villine-
CreER et Villine-Cre. Ainsi, alors que la suppression médiée par Ah-Cre de Hdac1 et 
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Hdac2 entraîne un arrêt de croissance (notre étude, (Zimberlin et al., 2015)), la suppression 
médiée par Villine-CreER conduit à un phénotype similaire, sans augmentation de 
prolifération significative, à celui des souris Villine-Cre Hdac1-/- ;Hdac2-/- et Hdac1-/-
 ;Hdac2+/-, ainsi que les souris Ah-Cre Hdac1-/-;Hdac2 +/- (Zimberlin et al., 2015). 
Comment peut-on expliquer la différence de phénotype que nous observons entre les deux 
mutants inductibles Ah-Cre et Villine-CreER ? La possibilité la plus simple est que le 
modèle Ah-Cre assure une délétion complète de Hdac1 et Hdac2 alors que le modèle 
Villine-CreER mène à une délétion incomplète, qui peut assurer une certaine compensation. 
Or, grâce à la culture d’entéroïdes, qui à partir des cryptes prolifératives avec des cellules 
souches flanquées par des cellules de Paneth, assurent l’accroissement et le développement 
de structures épithéliales comprenant tous les types cellulaires formant l’épithélium 
intestinal (Sato et al., 2009), nos résultats en excluent cette possibilité. En effet, nous avons 
été incapables de mettre en culture des entéroïdes provenant de cryptes de souris Villine-
Cre Hdac1-/- ;Hdac2-/-. De plus, l’induction de la délétion de Hdac1 et Hdac2 dans des 
entéroïdes en culture par le Tamoxifène mène à l’arrêt de prolifération de ces entéroïdes. 
Ces résultats suggèrent que l’environnement de la muqueuse pourrait bel et bien maintenir 
la croissance de CEI dépourvues de Hdac1 et Hdac2 dans le modèle Villine-CreER mais pas 
dans le modèle Ah-Cre. Dans ce dernier modèle, il est fort possible que l’environnement 
soit modifié différemment que dans l’autre. 
 
 Qu’est-ce qui pourrait soutenir les CEI sans Hdac1 et Hdac2 in vivo ? Une première 
possibilité viendrait de l'interaction entre les CEI et le milieu inflammatoire de la 
muqueuse. Il a été proposé que l'inflammation affecte la prolifération des cellules souches 
intestinales et la régénération après un dommage (Kizil et al., 2015). Chez les souris 
Villine-Cre et Villine-CreER, la délétion incomplète ainsi que le milieu inflammatoire 
favoriseraient la prolifération des CEI partiellement ou même complètement recombinées, 
et conduiraient ainsi à l'expansion des populations de cellules mixtes. Une cytokine pro-
inflammatoire comme l’IL-22 pourrait être en partie responsable. En effet, IL-22 est 
produite par des lymphocytes NK et T, et des cellules lymphoïdes innées (Taube et al., 
2011), activés en réponse à des agents pathogènes bactériens, et active la signalisation de 
JAK/STAT dans les cellules souches intestinales pour stimuler leur prolifération et leur 
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régénération (Jiang et al., 2009). A noter, que la régénération intestinale médiée par l’IL-22 
peut aussi se produire en l'absence de cellules de Paneth, suggérant qu'elle puisse agir en 
ciblant directement les cellules souches (Lindemans et al., 2015). Une deuxième possibilité 
proviendrait des cellules de Paneth restantes ou du mésenchyme, qui apporteraient le WNT 
nécessaire au maintien de la niche épithéliale. Ce phénomène pourrait être absent du 
modèle Ah-Cre, notamment dû à la perte de la zone cryptale et d’un recrutement trop 
massif de cellules immunitaires. Les ligands WNT sécrétés par des cellules 
mésenchymateuses sous-épithéliales sont essentiels à la survie des cellules souches 
intestinales et de l'homéostasie intestinale (Valenta et al., 2016). Une troisième possibilité 
serait une supplémentation en métabolite lactate et/ou pyruvate fournie par les cellules de 
Paneth aux cellules souches pour supporter leur activité accrue d’oxydo-réduction. En 
effet, il a été démontré que les cellules souches Lgr5+ et les cellules de Paneth fraîchement 
isolées de l'intestin grêle de la souris affichent différents programmes métaboliques. Par 
rapport aux cellules de Paneth, les cellules souches Lgr5+ affichent une forte activité 
mitochondriale. L'inhibition de l'activité mitochondriale dans les cellules souches ou 
l'inhibition de la glycolyse dans les cellules de Paneth perturbe fortement la fonction des 
cellules souches, les entéroïdes ne se développant plus. Les cellules de Paneth via la 
glycolyse fournissent du lactate aux cellules souches afin de soutenir leur activité 
mitochondriale. La formation d’entéroïdes à partir d’une seule cellule souche Lgr5+ est 
facilitée par l’ajout de lactate dans le milieu (Rodriguez-Colman et al., 2017). Il serait 
possible qu’en l’absence de cellules de Paneth, d’autres cellules recrutées dans la 
muqueuse inflammée chez les souris mutantes pourraient pallier ces besoins en 
métabolites. La mise en culture des entéroïdes sans Hdac1 et Hdac2 est probablement 
limitée par le fait que les cellules de Paneth, qui supportent les cellules souches en 
apportant des facteurs WNT (Farin et al., 2012), sont quasiment absentes dans ce modèle 
murin, comme démontré par microscopie électronique et immunofluorescence. Les cellules 
souches en culture se retrouvent donc privées du soutien apporté par l’environnement in 
vivo, qui compense l’absence de cellules de Paneth, et donc la croissance n’est pas 
soutenue. Ce phénotype a été observé dans des souris inductibles (Villine-CreER) de 
délétion pour ATOH1 dans les CEI. In vivo, la délétion n’a pas d’impact sur les cellules 
souches mais lors de la mise en culture en entéroïdes, une dégénérescence survient après 
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trois jours de culture. Les auteurs notent une potentielle récupération pour quelques 
entéroïdes suite à l’ajout de WNT3 (Durand et al., 2012). Il est connu que WNT3 
augmente la prolifération des entéroïdes et favorise un statut plus prolifératif que 
différencié (Sato et al., 2011). Plusieurs autres composants de l’environnement de la 
muqueuse pourraient aussi maintenir les CEI sans Hdac1 et Hdac2 et assurer une 
compensation in vivo. Comme observé avec le modèle murin, nous pourrions stimuler la 
prolifération via les cytokines IL-6 et IL-22, qui activeraient la régénération des cellules 
souches par le sentier STAT3 (Grivennikov et al., 2009). Nous pourrions aussi tester toutes 
ces approches seules ou en combinaison afin d’évaluer la capacité de récupération des 
entéroïdes sans Hdac1 et Hdac2.  
 
Maintenant, comment pourrait-on expliquer l’effet drastique de la délétion de 
Hdac1 et Hdac2 dans les souris Ah-Cre ? Nous supposons que, dans les souris mutantes 
Ah-Cre, l'activation du récepteur Ah pourrait modifier les signaux inflammatoires et rendre 
l'environnement muqueux moins favorable à l'expansion des CEI. En effet, le facteur de 
transcription AhR est activé par de nombreux ligands, notamment les xénobiotiques ainsi 
qu'un certain nombre de ligands dérivés du tryptophane dans le régime alimentaire (Hao et 
Whitelaw, 2013, Fallarino et al., 2014). AhR est considéré comme un régulateur négatif de 
l'inflammation intestinale (Monteleone et al., 2013). L'activation d'AhR est nécessaire pour 
le maintien et l'expansion des lymphocytes intra-épithéliaux et des cellules lymphoïdes 
innées. De plus, la suppression d'AhR chez la souris conduit à une augmentation des 
symptômes de colite induite par le DSS (Furumatsu et al., 2011). Il est donc possible que le 
naphtoflavone affecte non seulement les CEI, assurant la délétion de Hdac1 et Hdac2, mais 
aussi plusieurs types de cellules immunitaires innées ou adaptatives, au niveau de leur 
potentiel inflammatoire, qui peut avoir autant des effets positifs ou négatifs, selon les 
circonstances. La modification dans les signaux inflammatoires induite par l'activation 
d’AhR pourrait en partie rendre l'environnement de la muqueuse moins favorable au 
maintien de la niche épithéliale. Il est également important de retenir que la délétion induite 
dans le modèle Ah-Cre n’est pas cantonnée à l’intestin, mais aussi à l’estomac, au foie et 
au pancréas. Dans l’estomac, nous avons observé que l’induction de la délétion affecte 
aussi les cellules de l’antre, avec un nombre réduit de cellules à mucus, un nombre accru de 
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cellules pariétales et une diminution du nombre de cellules prolifératives. Au niveau du 
foie (que nous n’avons pas étudié), il a été démontré que la perte de Hdac1 entraînait un 
arrêt de prolifération après une hépatectomie partielle (Wang et al., 2008). De plus, il a été 
montré que, dans le foie des souris, l’expression de la phosphoénol pyruvate carboxykinase 
(PEPCK) et du facteur nucléaire 4 (HNF4α) de l'hépatocyte est significativement diminuée 
suite à un traitement avec un inhibiteur de HDAC de classe I (Oiso et al., 2011). 
L’homéostasie hépatique peut donc aussi être fortement affectée par la perte de Hdac1 et 
de Hdac2. Une autre étude rapporte que le VPA, un inhibiteur de HDAC de classe I, 
retarde la régénération hépatique et interrompt le cycle cellulaire des cellules hépatiques, 
provoquant ainsi un effet anti-prolifératif sur la régénération (Ke et al., 2012). Ces points 
pourraient contribuer au phénotype observé dans notre modèle Ah-Cre.  
 
Il est reconnu que des HDACi affectent le développement et la prolifération dans de 
multiples modèles de culture et même in vivo, comme nous l’avons vu précédemment 
(Beckers et al., 2007). Nous avons alors évalué l’effet du HDACi CI994 sur le 
développement des entéroïdes (Chapitre 3; (Gonneaud et al., 2016)). Morphologiquement, 
les entéroïdes traités avec le CI994 sont plus petits, avec une diminution du nombre de 
cryptes, indiquant une réduction des mécanismes contrôlant le renouvellement et la 
différenciation des CEI. La différenciation altérée en faveur des entérocytes est observée 
dans les entéroïdes traités avec le CI994, tel que suggéré par l’augmentation de 
l’expression des gènes encodant les protéines antimicrobiennes REG3β et REG3γ, et la 
diminution de l’expression de marqueurs de cellules sécrétrices, notamment MUC2, un 
marqueur de cellules à mucus, ainsi que CHGB et GIP, des marqueurs de cellules 
entéroendocrines. Ces changements d’expression sont similaires à ceux observés chez les 
souris doubles mutantes Hdac1-/-;Hdac2-/- Villine-Cre (Turgeon et al., 2014). Cela suggère 
que les HDACi peuvent mimer dans une certaine mesure les délétions génétiques. Ce 
ralentissement de croissance des entéroïdes soulève aussi l’importance de l’environnement 
dans le maintien de la prolifération de la niche épithéliale in vivo en l’absence de Hdac1 et 
Hdac2. En effet, le HDACi inhibe la prolifération des entéroïdes, phénomène aussi 
retrouvé dans nos essais de mise en culture d’entéroïdes sans Hdac1 et Hdac2. Donc, des 
changements génétiques peuvent dans une certaine mesure être reproduits par un agent 
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pharmacologique. Nous avons également pu observer que, contrairement à l’arrêt de 
croissance des entéroïdes sans Hdac1 et Hdac2 et le retard de développement de ceux 
traités au CI994, l’absence de Hdac1 ou de Hdac2 dans les entéroïdes n’entraîne pas de 
modifications phénotypiques notables, confirmant la possibilité d’une compensation de la 
perte de l’un par rapport à l’autre, comme observé dans les modèles in vivo (Turgeon et al., 
2014). 
 
Nous avons ainsi montré que l'homéostasie intestinale est extrêmement sensible aux 
variations d’expression des gènes encodant Hdac1 et Hdac2, que HDAC1 et HDAC2 ont 
des effets spécifiques et redondants sur les CEI, entraînant des modifications de 
l'environnement et de la réponse intestinale aux stress inflammatoires.  Nous devrons par la 
suite étudier les mécanismes compensatoires mis en place dans la muqueuse, permettant la 
survie des CEI sans Hdac1 et Hdac2.  
 
6.3. HDAC1 et HDAC2 ont des cibles similaires et complémentaires intrinsèques aux 
CEI  
Dans le but de déterminer l’impact moléculaire intrinsèque aux CEI causé par la 
perte de Hdac1 et Hdac2, nous avons mesuré l’expression globale des ARNm, soit le 
transcriptome, par ARN-Seq, et celle des protéines, soit le protéome, par protéomique 
quantitative de type TMT, dans les CEI enrichies à partir du jéjunum de souris contrôle et 
mutantes (Chapitre 2). De même, nous avons développé des modèles d’entéroïdes sans 
Hdac1 ou sans Hdac2, ou traités avec un HDACi, le CI994 (Chapitre 3 et 4). Notre 
stratégie a été d’utiliser le potentiel de développement de ces entéroïdes pour l’appliquer à 
une approche protéomique quantitative de type SILAC. La protéomique quantitative 
permet de mesurer des changements du protéome lors de la différenciation cellulaire, ou en 
réponse à différents inhibiteurs et médicaments. De plus, avec la récente adaptation de la 
technologie des entéroïdes à la médecine de précision (Huang et al., 2015), la combinaison 
de la culture en entéroïdes avec la protéomique quantitative devient une stratégie de choix 
pour quantifier les changements globaux dans l'expression des protéines, identifiant ainsi 
de nouvelles voies de signalisation et des cibles potentielles dans des contextes 
environnementaux définis. 
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Nos études -omics chez la souris suggèrent des changements profonds dans 
plusieurs voies de signalisation associées autant à la prolifération et au métabolisme qu’aux 
réponses au stress et à l’environnement. L’analyse protéomique à partir des CEI de 
jéjunum a permis d’identifier un certain nombre de protéines induites de façon 
indépendante de la transcription, donc par des mécanismes de régulation post-
traductionnelle, suggérant ainsi l’importance de certaines voies induites, comme celle de 
mTOR, un régulateur majeur des processus traductionnels (Wang et Proud, 2006). 
Plusieurs fonctions sont prédites augmentées, en accord avec le phénotype observé in vivo 
(Turgeon et al., 2013), comme la prolifération cellulaire, la migration des cellules dans 
l’ARN-Seq et le cancer du système digestif (dû à l’hyperprolifération dans ce modèle) et 
l’inflammation des organes dans le protéome TMT. A l’opposé, la signalisation du stress 
oxydatif médié par NRF2 serait communément diminuée, de même que certains processus 
lipidiques comme leur conversion. En effet, un aspect important de nos études est de 
révéler d’importants changements dans les processus métaboliques causés par les délétions 
de Hdac1 et Hdac2 dans les CEI. Ceci est en accord avec la littérature où des dérégulations 
métaboliques ont été observées dans plusieurs modèles d’inhibition ou de délétion de 
Hdac. En effet, l’utilisation de HDACi de classe I, comme le MS-275, ou d’un pan-
HDACi, comme le SAHA, entraîne une augmentation du nombre de mitochondries et du 
métabolisme oxydatif dans le muscle squelettique et le tissu adipeux chez la souris 
(Galmozzi et al., 2013). Nos résultats proposent que la perte de Hdac1 et Hdac2 dans les 
CEI in vivo perturbe, entre autres, les voies de synthèse et d’utilisation des lipides en 
agissant possiblement sur les PPAR, comme PPARα. Les PPAR sont des facteurs de 
transcription qui appartiennent à la superfamille des récepteurs hormonaux nucléaires. Les 
PPAR agissent comme senseurs lipidiques. PPARα régularise notamment des gènes 
comme les transporteurs lipidiques APO et des régulateurs importants de la β-oxydation, 
comme l’acyl-CoA oxydase (Contreras et al., 2013). Il est intéressant de constater que 
l’analyse de l’expression globale de gènes suite à une délétion de Hdac3 dans les CEI du 
côlon, montre un enrichissement dans des voies impliquées dans le métabolisme du 
glutathion, les mitochondries, la biosynthèse lipidique, la signalisation PPAR, le traitement 
antigénique et les réponses de protection (Alenghat et al., 2013). Ces mêmes processus ont 
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été identifiés dans nos analyses d’ontologie des gènes identifiés par ARN-Seq et TMT, 
suggérant que HDAC1/2 et HDAC3, qui sont des HDAC de la même classe I, pourraient 
viser les mêmes cibles dans les CEI. Il est également important de rappeler que 
contrairement à une muqueuse inflammée, comme vu dans l’analyse des micropuces sur 
des extraits coloniques totaux (Turgeon et al., 2014), la réponse inflammatoire semble 
inhibée dans les CEI en absence de Hdac1 et de Hdac2. Cet effet ressemble aussi au 
phénotype des CEI sans Hdac3 (Alenghat et al., 2013). 
 
Chez les souris délétées pour Hdac1 et Hdac2 dans les CEI, nous avons aussi 
observé, en plus de la voie de mTORC1, que celles de STAT3 et Notch sont suractivées. 
Dans les CEI, STAT3 pourrait être activé en permanence, donc localisé de façon 
constitutive au noyau des CEI, suite au recrutement accru des cellules immunitaires, 
comme les lymphocytes T, ou l’activation de cellules innées, comme les cellules 
« immune-like » (ILC) (Hanash et al., 2012), qui assureraient une inflammation basale 
chronique. Ces cellules sont impliquées dans les mécanismes de réponse inflammatoire en 
produisant plusieurs cytokines, dont l’IL-6 ou l’IL-22. Comme mentionné précédemment, 
l’IL-22 est impliquée notamment dans la régénération de l’épithélium intestinal. En effet, 
l’IL-22 active la signalisation par l’intermédiaire de STAT3 et la prolifération dans des 
entéroïdes humains et murins. De même, l’IL-22 permet la réduction des dommages suite à 
l’interaction avec des pathogènes et la régénération des cellules souches intestinales dans 
un modèle murin de maladie de greffe contre l’hôte (Lindemans et al., 2015). Il serait 
intéressant de déterminer par la suite l’importance de ces voies activées dans les CEI en 
l’absence de Hdac1 et Hdac2, au niveau de l’inflammation chronique ou de l’hyperplasie, 
par exemple, en diminuant leur activation dans les souris mutantes, avec des inhibiteurs 
spécifiques de ces voies. Plusieurs essais cliniques en cours ciblent ces voies dans les 
pathologies inflammatoires (Curro et al., 2017). L’inhibition du sentier JAK-STAT par le 
tofacitinib est utilisée pour le soin des patients atteints d’arthrite rhumatoïde modérée à 
sévère (Singh et al., 2016), et plus récemment, de patients atteints de colite ulcéreuse 
(Sandborn et al., 2017). L'inhibition de mTOR par l’inhibiteur AZD8055 atténue la colite 
induite par le DSS chez la souris, en supprimant la prolifération des lymphocytes T (Hu et 
al., 2016). Cela nous fournirait des données importantes concernant les mécanismes 
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compensatoires mis en action lors de l’inactivation de Hdac1 et Hdac2 et pourrait raffiner 
les informations sur l’utilisation de HDACi au niveau pathologique et des traitements.  
 
Chez la souris sans Hdac1 et Hdac2, plusieurs voies associées à l’activation de la 
prolifération et à une activité de traduction accrue sont proposées par l’analyse bio-
informatique comprenant les analyses d’ontologie des gènes et des prédictions URA, ainsi 
que par des analyses biochimiques utilisant différents marquages sur les échantillons de 
souris, comme l’analyse de la prolifération au BrdU ou de l’activation de la voie mTORC1 
par phosphorylation de la protéine S6. Ces données s’opposent aux processus diminués 
dans les entéroïdes traités au CI994 qui comprennent l'initiation de la réplication de l'ADN, 
la régulation du cycle cellulaire et l'organisation chromosomique. Ces processus diminués 
sont, néanmoins, en accord avec la littérature sur l’effet négatif des HDACi sur la 
prolifération mais s’oppose au phénotype d’hyperprolifération du double mutant Hdac1-/-
;Hdac2-/- Villine-Cre. Une étude sur le développement des entéroïdes à partir des cellules 
souches isolées Lgr5+-GFP a utilisé plusieurs HDACi afin de générer un modèle d’auto-
renouvellement des cellules souches entraînant le maintien des entéroïdes dans un stade 
indifférencié. Les auteurs ont pu montrer que certains HDACi généraient davantage de 
cellules souches à faible dose, mais un effet inverse à des doses supérieures. Cette étude 
met donc en évidence un effet dose-réponse des HDAC sur la capacité proliférative des 
cellules souches (Yin et al., 2014), et appuie nos résultats démontrant que des changements 
dans les niveaux d’expression de HDAC1 et de HDAC2 in vivo entraînent des 
modifications phénotypiques différentes (Gonneaud et al., 2015) (Chapitre 1).  
 
Concernant les entéroïdes délétés pour Hdac1 ou pour Hdac2, nous avons aussi 
utilisé une approche protéomique afin d’identifier des voies principalement contrôlées par 
l’une ou l’autre HDAC intrinsèquement à la CEI. Ces voies semblent également regrouper 
des fonctions liées au métabolisme lipidique comme dans le modèle murin délété pour 
Hdac1 et Hdac2 (Chapitre 2), de même que certaines voies associées aux récepteurs aux 
hormones stéroïdiennes. Pour les entéroïdes sans Hdac1, plusieurs voies métaboliques sont 
augmentées, en particulier celles liées à la β-oxydation ou à la dégradation de l'éthanol, 
deux voies permettant la production d'acétyl-CoA, le substrat énergétique et la source du 
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groupe acétyle (Pietrocola et al., 2015). Nous avions déjà observé des perturbations 
métaboliques dans notre modèle de cellules IEC-6 shHDAC1 dans lequel le nombre de 
mitochondries était augmenté et dans lequel l’analyse protéomique indiquait un 
enrichissement des processus cataboliques (Gonneaud et al., 2015). De même, dans le 
chapitre 1, nous avons observé par microscopie électronique, une augmentation du nombre 
de mitochondries dans les CEI du double mutant Villine-Cre. Une autre étude chez le rat a 
récemment démontré que le MPT0E014, un inhibiteur pharmacologique des HDAC de 
classe I, atténue significativement la cardiomyopathie induite par un diabète mellitus en 
modulant l’activité PPAR dans le cœur, le métabolisme des acides gras et l’expression de 
cytokines pro-inflammatoires (Lee et al., 2016). Les entéroïdes délétés pour Hdac2 
montrent, en plus, une activation de la signalisation AhR. Cette voie pourrait s’avérer 
protectrice lors de situation de stress inflammatoires (comme proposé plus haut) dans les 
entéroïdes. En opposition avec les souris sans Hdac1 et Hdac2, la voie du régulateur NRF2 
est prédite pour être activée, suggérant une activation de la réponse au stress oxydatif. Cela 
peut être dû à des défauts dans la production de métabolites, une hyperactivité 
mitochondriale ou une meilleure gestion des niveaux de métabolites (Zhang et al., 2015). A 
propos des HDACi, l'analyse de l'ontologie des gènes des entéroïdes traités au CI994 
(Chapitre 3) révèle également des processus augmentés principalement associés à des voies 
métaboliques, telles que l'oxydoréduction et le processus catabolique glucidique ainsi que 
plusieurs processus impliqués dans le métabolisme et l'absorption des sucres complexes. 
Au regard de l’aspect métabolisme lipidique, on observe des différences entre les 
entéroïdes délétés pour Hdac1 ou pour Hdac2 et le modèle in vivo sans Hdac1 et Hdac2. 
Par exemple, dans les CEI in vivo, l’impact métabolique lipidique semble plus associé à 
une perturbation dans le transport des lipides et à une diminution de leur gestion alors que 
dans les entéroïdes, qui démontrent une activation de la β-oxydation, il se pourrait que les 
lipides soient davantage utilisés comme source d’énergie et/ou fournisseur d’acétyl-CoA. 
Par contre, dans les entéroïdes traités au CI994, on ne retrouve pas d’implication du 
métabolisme lipidique, contrairement aux autres modèles d’entéroïdes et du double mutant 
in vivo mais une redondance dans l’activation des mécanismes métaboliques de 
dégradation, principalement glucidique, avec les souris sans Hdac1 et Hdac2.  
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Globalement, la perte in vivo de Hdac1 et Hdac2, de Hdac1 ou de Hdac2 et 
l’inhibition des HDAC de classe I par le CI994 dans des entéroïdes affecteraient le 
métabolisme cellulaire, de façons différentes. Ces données suggèrent donc que 
l’environnement, bien que supportant la perte embryonnaire de Hdac1 et Hdac2 in vivo, ne 
peut pas empêcher les désordres métaboliques liés à la délétion génétique ou à l’inhibition 
pharmacologique de HDAC1 et de HDAC2.  
 
Par la suite, il serait dès lors intéressant d’évaluer, dans ces entéroïdes, l'effet de 
facteurs environnementaux associés aux MII, spécifiquement sur les CEI, comme la 
réponse à des cytokines (IL-1β, TNFα) (Grabinger et al., 2014), des activateurs de 
l'immunité innée (LPS, flagelline) (Neal et al., 2012) ainsi que d’autres produits bactériens 
(butyrate, MDP) (Lukovac et al., 2014) (Nigro et al., 2014). Nous pourrions ainsi vérifier 
si nous observons un caractère protecteur contre l’inflammation suite à la perte de Hdac1 
ou de Hdac2 dans les entéroïdes.   
 
D’un point de vue pathologique, les inhibiteurs pharmacologiques des régulateurs 
épigénétiques, y compris les HDACi, sont envisagés pour le traitement de diverses 
maladies, telles que le cancer et les maladies inflammatoires. Les cellules cancéreuses sont 
plus sensibles aux HDACi, qui induisent l'arrêt de la croissance, la différenciation et 
l'apoptose en activant ou en réprimant l'expression des gènes de manière cellule- ou gène-
spécifique. Les propriétés anti-inflammatoires des HDACi ont été démontrées dans des 
modèles de colite chez la souris (Cantley et Haynes, 2013). Par exemple, l'administration 
d’un pan-inhibiteur, le vorinostat, chez la souris réduit la colite induite par le DSS et le 
TNBS, en supprimant la production de cytokines proinflammatoires et en induisant 
l’apoptose des lymphocytes dans la muqueuse (Glauben et al., 2006). De plus, l'inhibition 
des HDAC chez la souris, avec le pan-inhibiteur trichostatin A, active les cellules T-reg, 
des cellules immunitaires anti-inflammatoires, en corrélation avec une diminution des 
symptômes de colite induite par le DSS (Tao et al., 2007). Il est donc clair que les HDACi 
ont un impact sur de nombreux types de cellules, y compris les CEI et les cellules 
immunitaires. Nos résultats chez la souris et dans les entéroïdes, montrant que HDAC1 et 
HDAC2 régularisent les fonctions des CEI, suggèrent que des HDACi pourraient 
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influencer la réponse intestinale inflammatoire via les CEI et que des inhibiteurs sélectifs 
d'isoforme HDAC pourraient être considérés pour les traitements anti-inflammatoires dans 
les MII chez l’homme.  
 
Pour franchir ce palier, dans un futur développement, des entéroïdes mis en culture 
à partir de côlons de patients atteints de MII pourraient être utilisés, et analysés au niveau 
du protéome (Cristobal et al., 2017). En outre, ces entéroïdes générés peuvent être utilisés 
pour évaluer de nouvelles approches thérapeutiques, comme avec des HDACi. Ces 
approches protéomiques peuvent être combinées à des études génétiques qui permettent 
l'étude du génome, l'identification des mutations et la caractérisation de l'expression des 
transcrits génétiques ainsi que leurs variants. L'information au niveau de la protéine est une 
autre dimension qui permet d'observer quantitativement les changements dans les voies 
fonctionnelles et les processus biologiques avec précision et sensibilité, et qui nous a 
permis, par exemple, d’identifier l’importance probable de voies de régulation post-
traductionnelle dans nos modèles sans Hdac1 et Hdac2. De plus, il est possible d'accéder à 
l'information non seulement au niveau de la protéine et de son abondance, mais aussi au 
niveau des modifications post-traductionnelles, de la localisation des protéines et des 
réseaux d'interaction (Gonneaud et al., 2017). Une fois que nous aurons clarifié si 
l’inhibition de HDAC2 et/ou HDAC1 dans les entéroïdes diminue la réponse 
inflammatoire, corrélant avec l’effet protecteur observé dans les souris Hdac2-/- Villine-Cre 
lors d’une colite induite, nous pourrons mettre en place des essais ciblant HDAC2 dans des 
entéroïdes de patients MII. Le ciblage de HDAC2 pourra être réalisé par différentes 
approches, notamment l’utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques spécifiques, par 
approche anti-sens ou par adressage spécifique de ces inhibiteurs en utilisant des 
nanoparticules fonctionnalisées et adressables aux CEI.  
 
  
7. CONCLUSION 
 
L’activité des modulateurs épigénétiques, comme HDAC1 et HDAC2, peut être 
influencée par différentes molécules synthétiques ou naturelles. En se plaçant dans un 
contexte humain au niveau des traitements ou au niveau diagnostique, la découverte et/ou 
le suivi d’un effet HDAC-dépendant chez un patient seront facilités par l’identification des 
voies de signalisation contrôlées par ces HDAC grâce aux approches -omics, soit in vivo, 
par exemple avec des biopsies, soit in cellulo, par la culture d’organoïdes. La 
compréhension des mécanismes cellulaires régularisés par HDAC1 et/ou HDAC2 dans les 
CEI nous a permis d’affiner nos connaissances afin de développer de nouveaux traitements 
épigénétiques visant l’intestin notamment, dans un contexte d’inflammation, aigue ou 
chronique.  
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